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Introduction



|- Pseudomonas aeruginosa

1- Historique

Pseudomonas aeruginosaest une bactérie Gram négative ubiquiste de
'environnement qui a la propriété de coloniser gnand nombre de niches : eaux, sols,
animaux, plantes, hommes. Ce microorganisme asété en 1882 par le pharmacien et
bactériologiste Carles Gessard qui, ayant obsareé&aloration bleue des plaies infectées, I'a
dénommé « bacille pyocyanique » (coloration cays#eun pigment produit par la bactérie :
la pyocyanine). Il tient son nom moderne du terai heruginosasignifiant « vert-de-gris »
toujours en lien avec la coloration spécifique pleges.

La souche de référence PAOR. (aeruginosan® 01) a été isolée d'une blessure
(causée par une brdlure) en Australie (Hollowayg5)9Au cours de la derniére décentie,
aeruginosaest devenu un probleme majeur de santé publiqne & hopitaux. Chez les
personnes immunodéprimées (grands bralés, patadtesmts de VIH, ...), ce pathogene
opportuniste est capable de causer des infectigngs séveres telles que des infections
urinaires, cutanées et oculaires (kératite de ptele lentilles de contact), pneumonies,
septicémies...(Carmeli et al., 1999, Jarvis. 2003yit&ih et al., 2004). De plus, des
infections pulmonaires sont communes chez les iddévatteints de la maladie pulmonaire
obstructive chronique (MPOC), de pneumonie soudilaénon assistée (PVA), ou encore
chez les malades atteints de mucoviscidose (WHliatral., 2010). Dans ces derniers,

P. aeruginosa’établit de maniere durable dans leurs poumongoppant une forte réaction
inflammatoire chronique, ce qui entraine une dégrad irrémeédiable des tissus conduisant a
une insuffisance respiratoire et a la mort des desa

Les deux différents modes d’'infections causées Faaeruginosa a savoir aigué
versus chronique, sont liés aux deux modes deei dhactérie. Dans le cas des infections
aigués, la bactérie est retrouvée sous une foramefnique, mobile, agressive, se servant de
toxines et d’enzymes dégradatives telles que desppiolipases, des métalloprotéases, des
élastases... Tandis que lorsqu’elle se développe &muse de biofilm en communauté
sessile, la bactérie induit des infections chroeggau la majorité des dégats dans les tissus
sont infligés par le propre systeme immunitairé'lu@te.
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2-Le génome mosaique e aeruginosa

Le premier génome de. aeruginosaséquencé est celui de la souche PAO1 en 2000
(Stoveret al, 2000). Il est composé de 6,3 Mb et renferme S§eftes prédits. C’est I'un des
génomes connus les plus larges parmi les bactéraas négatives. De plus, il contiendrait le
plus grand pourcentage de genes régulateurs pdditais les génomes bactériens (8,4% soit
plus de 500 génes dévolus a sa seule régulatiavgiStt al, 2000; Reva and Tummler.
2004). A ce jour, de nombreux génomes de souchedB. deeruginosaont été séquences.
Treize génomes (dont 9 séquencés entierement)ammassibles en ligne sur le site du
Pseudomonas Genome Database (www.pseudomonasetdeul, taille varie de 5,5 a 7 Mb.

La comparaison de la souche de référence PAO1 difféeents isolats cliniques a
révélé « deux génomes » dans le génome : un « @eénagnr » conservé par toutes les
souches de P. aeruginosa(représentant 90% de la totalité des genes) ek ganome-
accessoire » spécifigue a chaque souche, déterimsoavent la virulence de la bactérie
(Romlinget al, 1995). Ces régions non conservées sont dispgetgéele long du « génome-
coeur » et constituent des régions de plasticit@rgéue (region of genomic plasticity ou
RGP) encore appelées « ilots de pathogénicité ngKual, 2010).

Ainsi, dans les Tlots de pathogénicité, sont retésuréquemment :

- des ICEs (éléments conjugatifs et intégratifs),

- desilots de remplacement,

- des éléments prophages et « phage-like »,

- des transposons, des intégrons ou des sequenessrtan (IS)

Ceci illustre le fait que la majorité du génomeessoire provient d’éléments ADN
mobiles qui ont été souvent acquis par transferizbiotal et conservés par la bactérie.
Certains de ces éléments ont perdu leur capaci@ngposer a la suite d'une seconde
mutation mais d’autres l'ont conservée et peuvenjours s’exciser du génome tels que
PAPI-1 et pKLC102. On reconnait ces éléments sapriésentent un contenu en GC plus bas
gue celui du génome-cceur qui est d’environ 66@8%,codons différents et une composition
tétranucléotidique anormale, c'est-a-dire une iiffée dans les 8-14 mers répétés et propres
a chaque organisme (Reva and Tummler. 2004 ; Daveapal., 2009).

Une illustration de la plasticité du génomeRleaeruginoseaest la comparaison entre
PAOL et la souche cliniqgue PA14 hautement viruléBt@énome séquencé, 6,5 Mb et 5892

genes prédits (Leet al, 2006) (Figure 1)54 régions génomiques (contenant au moins un
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ORF) sont spécifigues a PAO1 tandis que 58 régsumg propres a PA14, comme par
exemple la région PAPI-2 (Het al, 2004) codant pour une des toxinesRdeaeruginosa
ExoU (une phospholipase dont la présence constituérés mauvais pronostic pour les

patients) (Figure 1).

souche PA14
6.537.648 pb

sduche PAO1
6.264.404 pb

Figure 1 Représentation circulaire des génomes des soud@4 Bt PA14. Les régions bleues du génome de
PA14 sont les zones conservées et celles en jautfigsient les « Tlots de pathogénicité ». La zeneerclée en
rouge est celle de I'llot de pathogénicité PAPld2agrés Pseudomonas genome database et (Wettzd|,
2012))

Cette plasticité s'illustre donc par des évenemehéequisition de nouvel ADN
étranger mais aussi par de petites ou larges oié¢etiles mutations de simples nucléotides et
des inversions chromosomiques. Tous ces réarramgempeuvent conduire a I'activation de
genes en dormance ou a l'inactivation de genesregprdu chromosome. Cette abondance
de génes en dormance potentiellement activablesiedam avantage significatif &.

aeruginosagpour s’adapter le mieux possible a des changensentsonnementaux.

3-P. aeruginosaun pathogéne opportuniste préoccupant

P. aeruginosaest un probléme de santé publique puisqu’elleesgionsable de 40%
des pneumonies et est la cause principale dediorisaespiratoires (Lyczadt al, 2000). De
plus, ce pathogene opportuniste présente une a@sestintrinséque a de nombreux
antibiotiques usuels, tels que les aminoglycositss fluoroquinolones et Ig3-lactamines,
due a sa trés faible perméabilité membranaire (1@ fois moins permissive que celle
d’Escherichia coli (Hancock. 1998). En effet, sa porine principalprf©® a une limite

d’exclusion trés basse et refoule donc une grand@rité de molécules antibiotiqueB.
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aeruginosapossede également ufidactamase AmpC ainsi que de nombreuses pompes
d’efflux tres efficaces contre les antibiotiquese®XY/OprM, MexAB/OprM ...).

Mais en plus de cette résistance intrinséque, ieefde ce pathogéne réside dans sa
capacité a acquérir une résistance adaptativegasfert horizontal d’éléments génétiques et
aussi par des évenements de mutation. Elle pesit assimiler des plasmides, transposons,
phages présentant de multiples cassettes de nesistge rendant elle-méme multi-résistante.
Cette résistance adaptative se manifeste par eggmaplun renforcement de la surproduction
des pompes d’efflux, une pénétration réduite dtaotiques ou l'altération des cibles des
antibiotiques (Figure 2A). Par exemple, il y a gévhtion alarmante de souches cliniques
contenant des plasmides codant pour @idgctamases a spectre étendu et des médiallo-
lactamases qui désamorcent les carbapénemes (Bdskacielag. 2010). Ces phénoménes
de résistance adaptative sont induits sous laipresslective d’'un antibiotique ou d’un stress
particulier. Les hépitaux sont donc malheureusenuenterrain favorable & I'apparition de
souches multi-résistantes aux antibiotiques (MDRr poulti-drug resistant).

Certains isolats cliniques possédent cette trée fésistance aux antibiotiques et font
partie d’'un nouveau groupe de pathogénes respassatd la majorité des infections
nosocomiales a I'hopital. Il s’agit Bhterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Kilhsi
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, P. aerugireisdes espécdinterobacter Boucheret
al., 2013. lls forment le groupe « ESKAPE » (hom issu de leitrale) mettant en exergue
leur capacité a échapper au systeme immunitairdéhdée et leur multi-résistance aux
antibiotiques.

Le dernier rempart antibiotique dans les hépitdes carbapénémes, sont de moins en
moins efficaces contre ces souches multirésistagpparition de carbapénemases). En
dernier recours, les cliniciens sont contraintgélgiliser d’anciennes molécules hautement
toxiques y compris pour I'hnéte, comme la colistigai avaient été abandonnées (Falagas and
Kasiakou. 2005).

La recherche de nouvelles molécules antibiotiquasr putter contre ces « super-
pathogenes » est devenue une priorité pour toubhediieusement le nombre d’antibiotiques
validés ne fait que diminuer depuis les annéed-8fli(e 2B) et ces molécules sont de moins
en moins efficaces contre le groupe « ESKAPE »silanIDSA (Infectious Diseases Society
of America) a lancé en 2010 un programme intittedd0 x’20 Initiative» : ce programme a
pour but la découverte de 10 nouveaux composébiatiques. |l s’agit d’'un programme
global de Recherche et Développement d’antibact®raérés et sans innocuité a I’horizon
2020 (Boucheet al, 2013).
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En paralléle, face au probléme de ces souches MR, primordial de mieux étudier
les facteurs de virulence de ces bactéries et delajiper des stratégies « anti-infectieuses »,
ciblant des facteurs de virulence ou des régulatglobaux. Cela limiterait la pression de
sélection et empécherait I'installation de souadkesstantes.

Ainsi, des inhibiteurs d’'un des systémes majeurs dia virulence aigué des bactéries
Gram négatives, le systéme de sécrétion de tyd&3HT3), ont été récemment découverts. Il
s’agit des Salicylidene Acylhydrazides, probableélateurs du fer, qui bloquent la sécrétion
des effecteurs de ce systeme (Kawgipal, 2003). Ces molécules sont efficaces sur les SST3
deYersinig Chlamydia P. aeruginosaE. coli, Salmonellaet Shigella Entre 2002 et 2011, de
nombreux programmes de criblages ont été réalis@nteconduit & la découverte d’'une

guinzaine de composés dirigés contre le SST3 degries Gram négatives (Duncanal,
2012) .
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Figure 2 A/ Les principaux mécanismes moléculaires de tasi® aux antibiotiques (S.Wilcox, 2004) : a)
surproduction de pompes a efflux, b) perméabilit€miranaire contrblée, c) surproduction de la citde
I'antibiotique, d) création de court-circuits méséiues, e) dégradation de I'antibiotique et f)dtieation de
I'antibiotique. B/ Nouveaux agents antibactérieystémiques approuvés par la FDA (US Food and Drug
Administration) par période de 5 ans jusqu’en 2Ba&ucheret al, 2013).

4-La mucoviscidose terrain propice a de multiples infections etes d

modifications génomiques

La mucoviscidose, ou « cystic fibrosis » (CF), ese maladie génétique récessive

ayant une fréquence oscillant entre de 1/8000 HI0D0O naissances parmi les populations

caucasiennes. Par contre, elle touche trés pepoleslations asiatiques et africaines. Cette
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maladie résulte d’'une mutation au niveau du géwmopour le canal CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) qui est ual Garion chlorure AMPc-dépendant
(Boucher. 2004). Plus de 1500 mutations potensiale été recensées sur le géftequi est
localisé sur le chromosome 7. Le canal muté n’dés$ pgapable de transporter les ions
chlorure a l'extérieur des cellules épithélialebaiasant le niveau de fluide ciliaire et
empéchant la clairance mucociliaire des microoggass inhalés. Cette absence de fluidité va
conduire a une accumulation de mucus, terrain peo@ linstallation des bactéries
opportunistes, telles que. aeruginosagui vont déclencher une réaction inflammatoire de
'héte (dégagement d’especes réactives de l'oxyg&@S) dans le but d’éliminer les
bactéries (Folkessoet al.,2012). Au cours du temps, cette libération de R@$nmovoquer
une destruction des tissus pulmonaires et une difoim critique de la capacité respiratoire
conduisant a la mort du patient. Les individus raités meurent trés jeunes de cette
insuffisance respiratoire. Actuellement, grace amaitements antibiotiques intensifs,
'espérance de vie des malades oscille entre 38 ahs (Hoibyet al, 2011).

La premiére infection &. aeruginosase produit le plus souvent dans les voies
aeriennes supérieures pendant I'enfance du pafens. il y a évolution et adaptation des
bactéries (voir plus loin) qui iront s’établir dales poumons. Bien que pathogene majoritaire
des infections CHp. aeruginosan’est pas la seule bactérie a étre détectée darmmoumons.

Il 'y a tres tdt co-infection avec d’autres pathaggopportunistes : des bactéri€s §ureus
Stenotrophomonas maltophiliaBulkhloderia cenocepaciaA. baumanii Haemophilus
influenzae...) mais aussi des champignor@afdida albicanset des especeaspergillug

(Delhaes et al., 2012 ; Harrison. 2007) (Figure 3).
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Figure 3 Persistance de différents pathogénes dans des psu@to au cours du temps.
Nous pouvor noter la prévalence de. aeruginosacomparée awautres pathogén
opportunistes (Folkessat al, 2012). 20



a) Inititation de l'infection

Pour s’établir dans une niche, aeruginosaloit avant tout déstabiliser I'organisation
cellulaire établie. Elle va donc provoquer une tiéacinflammatoire grace a ses appendices
extracellulaires qui sont reconnus par les TLR&t 2 des leucocytes, ce qui va activer la voie
NF-kB (Mclsaacet al, 2012 ; Amielet al, 2010). Cette voie est celle correspondant a un
stress cellulaire et est responsable de I'actidadi® la réponse immunitaire.

Les rhamnolipides bactériens (surfactants sécrétag)impliqués dans la destruction
des micro-cils (Readt al, 1992). Par le biais d’enzymes et de toxinegseaijue I'exotoxine
A, les effecteurs du SST3, la pyocyanine, la bactéa détériorer la couche épithéliale
pulmonaire, rompre la polarité cellulaire, induides dégéats et surtout empécher son
endocytose et sa clairance. Ceci va lui permettra’établir dans les meilleures conditions
(Engel and Eran. 2011).

b) Persistance dans les poumons

Le poumon CF est un environnement hostile pour dastéries méme établies
puisqu’il présente une forte hypoxie, un stressbhattque, un stress osmotique dd au mucus
mais aussi un stress oxydant lié a une réponsannilatoire du systéeme immunitaire
(principalement les leucocytes polymorphonucléai(@smstronget al, 1995). La bactérie
doit donc composer avec tous ces nouveaux élérsestke veut survivre dans les poumons
CF et elle opere une profonde transition dans ¢dilpi’expression de ses génes. Ainsi le
contact avec le mucus est responsable d’'un chamgeitexpression de nombreux genes de
la bactérie comme cela a été montré avec une anpirsRNA-seq (Cattoit al, 2013), et la
bactérie va notamment activer les genes impligaés da protection contre le stress oxydant.
De plus, la reprogrammation de la bactérie estagtiepgouvernée par le facteur sigma Algu
(0% activé lors d’un stress ressenti au niveau devéppe par la protéine périplasmique
MucB. Le signal est transmis a MucA, I'anti-facteaigma membranaire d’AlgU, qui libere
alors AlgU, ce qui conduit a la fois a une régualatnégative du métabolisme central, de la
motilité, de la virulence, et a une régulation fiesi des génes altérant la perméabilité
membranaire, les efflux et les alginates (Andesstaa., 2008 ; Wuet al,, 2004).

En réponse au stress oxydatif, a la dessiccati@uwetantibiotiques, les bactéries se

développent en biofilms protecteurs (cf partie ibof De plus, au sein de ce biofilm,
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certaines bactéries se mettent a surproduire desatds, qui sont des exopolysaccharides les
recouvrant et leur conférant un phénotype « muceidee revétement a deux avantages : il
offre une protection contre les produits de l'infil@ation en empéchant I'activation du
complément et en diminuant la phagocytose par lasraphages et neutrophiles tout en
compliquant la pénétration des antibiotiques (Cabtaal, 1987 ; Meshulanet al, 1982).
Cette transition en phénotype mucoide est la ptupatemps la conséquence d’'une mutation
dans le genemucAqui ne peut plus séquestrer le facteur sigma Algfchapitre CHA)

La libération de ROS peut entrainer la mutatiomdéScodant pour I'un des éléments
d’'un systeme de réparation des cassures d’ADN eéduih (Oliveret al., 2000, Oliveret al.,
2002). Ce « mauvais » fonctionnement de I'appateitéparation conduit a la multiplication
de mutants et conduit a un phénotype « hyper mutatpuisque 30 a 60% de mutamatS
peuvent étre retrouvés dans une population CF (@ioél, 2005 ; Lujaretal., 2011).

Au cours du temps, la bactérie va accumuler de neuasies mutations au niveau de
régulateurs clés de la virulenckasR exsA mucA rpoS(Smithet al, 2006). La cohabitation
de différents phénotypes répondant differemment teaikements antibiotiques explique le
fait qu'il soit trés difficile, voire impossible,’ &@iminer cette bactérie une fois installée dans
les poumons. Les fluoroquinolones et la tétracgcle sont efficaces que sur les couches
supérieures du biofilm (Pamgt al, 2008). Ills ne tuent que les bactéries métabetigpnt
actives, tandis que la colistine élimine seulemestbactéries se divisant tres peu (couches
profondes du biofilm) (Pampt al, 2008). C’est d’ailleurs la persistance Bleaeruginosa
conduisant a un dégagement de ROS par les cetlelésmmunité qui cause la destruction
progressive des tissus pulmonaires et provoqueltaae I'hote.

La vie de la bactérie dans les poumons CF peutcétisidérée comme une vie « au
repos ». Elle perd ses attributs agressifs tels lquenobilité, les systémes de sécrétion
d’infection aigué&, pour adopter un style de vie ommautaire immobile, en biofilm (Nguyen
and Singh. 2006).

5-Le biofilm : un environnement polymicrobien inter iatra-

especes

Mode de vie principal des bactéries, le biofilm ese communauté structurée dans
laquelle les bactéries se regroupent et s’engldens une matrice constituée principalement
d’exopolysaccharides, d’ADN extracellulaire et detpines (Flemming and Wingender.
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2010). Toutefois, la composition n’est pas immuaplesqu’il existe des biofilms sans
exopolysaccharides (de Bentzmaetral, 2012). Des biofilms sont retrouvés dans difféaen
niches environnementales comme les sources chatdes cheminées hydrothermales, les
rivieres, les rochers, mais aussi sur des disposidustriels et médicaux (Hall-Stoodley
al., 2004).

Son établissement se fait en plusieurs étapes ré-igu La premiere est une étape
d’attachement pendant laquelle des bactéries nsobinent adhérer au support et perdent
leur appendices extracellulaires. Puis s’ensuit iiteation du biofilm avec surproduction
d’exopolysaccharides et constitution de microcasniPar la suite, une formation de
structures en 3 dimensions en forme de champigsiopgre : c’est la maturation du biofilm.
Pour finir, le biofilm s’ouvre et disperse dansniieu de nouvelles bactéries flagellées qui

vont pouvoir recommencer le cycle en s’établissatgurs.
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de microcolonies

Figure 4 Dynamique d’un biofilm (d’aprés (Mikkelsest al, 2011))

Cette structure particuliere présente un gradieitixydene, de nutriments,...
conduisant a l'existence de plusieurs sous-pouigti chacunes adaptées a sa strate et
réagissant differemment aux traitements antibiesg(Raniet al, 2007). En plus de cette
variété au sein de la méme souche, il peut ausgtieexine cohabitation inter-espéces. Dans le
cas des infections CF, des biofilms partagésRaaeruginosaet B. cenocepaciant été
retrouvés, avec possibilité d'une interaction sggégue entre les bactéries car la biomasse

deP. aeruginosaa méme été trouvée augmentée (Bragehal, 2012).
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lI- Les facteurs de virulence &e aeruginosa

Pour initier une infection ou s’installer durablemehez I'h6teP. aeruginosalispose
d’un éventail de facteurs de virulence. Je vaisiti les facteurs les plus pertinents pour la

suite de mon étude.

1-Les facteurs de virulence impliqués dans I'adhésin

la motilité

Lors de la phase d'attachement a une surface bmtmy abiotique, la bactérie doit
d’abord se rapprocher de sa cellule cible et établicontact avec elle. Pour effectuer cela, la
bactérie dispose de facteurs de mobilité et d’adhésue sont le flagelle et les pili de type IV
(Bucioret al, 2012) (Figure 5).

La bactérie posséde d’'autres adhésines appeléesdamui sont produites au travers de
la voie Cup pour Chaperone Usher Pathway. Cetee a@té découverte pour la premiére fois
dans une souche PAK dépourvue de pili de type Nhetpable de produire des biofilms
(Vallet et al, 2001). Cing voies de synthése des fimbriae thidentifiees : CupA, CupB,
CupC, CupD et CupE. Les fimbriae sont impliquéessdadhésion (CupA) et la formation
de biofilm (CupB et CupC) (Figure 5). Les fimbriaenstituées de la protéine CupEl a la
surface de la membrane bactérienne jouent un réfgopdérant lors de la formation de micro
et macrocolonies dans les biofilms ; mais égalemgendant I'établissement de biofilms en
structures 3D (dites en « champigons ») (Giratual., 2011).

EPS Pili de
type IV

Fimbriae Flagelle

Figure 5 Appendices extracellulaires et exopolysaccharideBS) a la surface dB.
aeruginosa
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a) Le flagelle

Le flagelle est un appendice extracellulaire unigupolaire composé d’un corps basal ou
moteur rotatif (Berg and Anderson. 1973 ; Silvermaad Simon. 1974), d’'un crochet flexible
et d'un filament rigide (DePamphilis and Adler. 197 DePamphilis and Adler. 1971a)
constitué de polymeéres de flagelline codéefiy@r(Figure 6). L'ultrastructure du corps basal
du flagelle est tres similaire a celle de l'appads sécrétion du SST3 d& aeruginosa
(Blocker et al., 2003) Ces deux machineries présentent une forte corgmrvde leur
structure et il existe une régulation négative sgFeidirecte entre la mobilité flagellaire et un
SST3 actif (Sosciat al., 2007).

Le flagelle permet a la bactérie de se déplaces danmilieu aqueux par « swimming »
mais également sur des surfaces semi-solides (iédudes tensions par la bactérie en
sécrétant des biosurfactants). L'un des roles alyefle est sa contribution a la mise en place
du biofilm bactérien. De plus, le flagelle est imgpe dans la virulence aigué de la bactérie :
en effet, un mutanAfliC présente une virulence amoindrie (délai dans ldatit®) dans un
modele de pneumonie chez la souris.

La flagelline est reconnue par le systeme immumitgrace au TLR5 ce qui déclenche la
voie de signalisation NF-KappaB et conduit a ummnge immunitaire (Balloy et al., 2007) ;
(Bardoel et al., 2011). Il a été montré que ledligest nécessaire et suffisant pour la fixation
des bactéries aux protéoglycanes a héparane setfptair leur internalisation par le domaine
basolatéral de la cellule épithéliale polarisée c{Bu et al, 2012). L’internalisation
permettrait a la bactérie de pénétrer la couchecalkiles épithéliales, d’atteindre la
circulation sanguine et de disséminer dans lesnegalistaux et /ou elle représenterait un
mécanisme de défense de I'h6te contribuant a leanlze de la bactérie (Engel and Eran.
2011) ;(Pier. 2000)ll est donc primordial dans un premier temps paubactérie qui veut
s’établir dans I'n6te d’exprimer cet antigene fawmient reconnaissable par le systéme

immunitaire et, dans un deuxieme temps, de lem@orpour faciliter son établissement.

b) Les pili de type IV
Ce sont des appendices extracellulaires polairestitoés de polymeres de piline
codée parpilA et responsables du twitching (Bradley. 1980) (Fég®). Ce mode de

déplacement particulier repose sur 'assembladg ddsassemblage des pili de type IV ce qui
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permet a la bactérie de se mouvoir sur une sudalige. Il existe deux pili de type IV : ceux
de types a impliqués dans la mobilité (homogéndargement répandus) et ceux de type b
responsable de I'adhésion (plus hétérogenes)

Avant la phase d’attachement, la bactérie va sproaper du support grace a son
flagelle et va pouvoir adhérer au support. Il yaadonc formation d’'une couche de bactéries
sur la surface. Les pili de type IV interviennerdr pla suite dans la formation de
microcolonies (O'Toole and Kolter. 1998).

Les pili de type IV sont nécessaires et suffispoig la fixation de la bactérie aux N-
glycanes et pour son internalisation par le poleapde la cellule épithéliale polarisée
(Bucioret al, 2012). En plus, des muta®$gilT (sans ATPasey'organisent ebiofilms épais
et sont incapables de former des biofilms difféi@mn¢Chiang and Burrows. 2003). Le rdle de
ces pili a également été montré dans la virulerde. deruginosakEn effet, un mutampil T
ou 4pilU, dépourvu d’ATPases rétractileprésente une virulence anormale dans un modéle

d’infection de la cornée (Alarccet al, 2009).

2-Les facteurs de virulence impliqués dans la foromatde

biofilm

En plus de ses appendices extracellulaires, laébad. aeruginosaa besoin pour
I'établissement de son biofilm de produire des ekggaccharides (Figure 5), des protéines et

de I'ADN extracellulaire.
a) Les exopolysaccharides (EPS)

- les exopolysaccharides Psl (Polysaccharides syatloesis)

Riches en mannose et en galactose, les Psl sofigu@p dans linitiation du biofilm
puisqu’ils constituent un échafaudage liant lesdraes entre elles mais également au support.
De plus, ils interviennent aussi dans la maturadiorbiofilm en maintenant son architecture.
En microscopie sur une structure 3D, les Psl sbaewés a la périphérie du biofilm (Luyan
et al, 2009). Produits pendant la croissance planctenids contribuent a I'attachement aux
surfaces et sont responsables de la formation deocailonies. Ils constituent également la

premiere ligne de défense contre les antibiotidBébngs et al,, 2013).

- les exopolysaccharides Pel
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Polymeres de type cellulose, riches en glucoseatiare de leur structure est pour l'instant
indéterminée (Couloret al, 2010). lls sont critiques dans la formation ddliqules a
l'interface air-liquide (Friedman and Kolter. 200d) sont impliqués dans la formation de

biofilm statique. Leur surproduction conduit & defonies au phénotype « ridé ».

- les alginates

Ce sont des polysaccharides composés d'acides muamque et guluronique
principalement produits par les algues brunes. edeeiht deux genres bactériens en
produisent égalementPseudomonagt Azotobacter P. aeruginosales surproduit dans les
poumons des patients CF lors d’infections chrorsgidarbadet al,, 1990). lls constituent la
premiere barriere contre les traitements antibimtsy et les mécanismes de défense
immunitaire (Cabralet al, 1987). La production des alginates représentendgqueur
indéniable d’une infection chronique et est asgimid une forte persistance et un mauvais
pronostic vital (Hoiby. 1977; Pedersenal, 1992).

3-L’ADN extracellulaire (« eDNA »)

En plus des exopolysaccharides, 'ADN extracelhelast un composant essentiel du
biofilm. Il provient de la lyse d’'une sous-poputati de bactéries et est impliqué dans les
interactions cellule-cellule du biofilm (Gloag al, 2013). L’ADN extracellulaire contribue
lui aussi a maintenir l'architecture du biofilm. Eus d’une activité antimicrobienne, il
possede également une activité chélatrice de sationt comme les EPS (Mulcaky al,
2008). Dans la visualisation d'un biofilm en fornae champignon, cet ADN est
majoritairement retrouvé dans la « tige » (Allestoim et al., 2006).

Le mécanisme conduisant a la lyse d’'une partieag®pulation bactérienne n’est pas
clairement défini. Cependant, certains processtgtérdecrits :

- la présence d'une petite molécule volatile, la 2r@macétophénone (2-AA),
diviserait de maniére stochastique les bactériederrx sous-populations : celles
touchées par la 2-AA subissent de nombreuses mngatidles régulateurs et
s’orientent vers une infection chronique, et celies sont insensibles a la 2-AA
vont lyser (Kesarwaret al, 2011).

- la pyocyanine est un facteur de virulence prodaitlp bactérie qui présente des
propriétés redox. Elle favoriserait la libératiolAON extracellulaire par lyse

cellulaire dle a la génération de péroxyde d’hydneg(Das and Manefield. 2013).
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Récemment au dernier congres « Pseudomonas 2Q38m», Turnbull a montré
gu'au sein d’'un biofilm, des bactéries pouvaiergreindir et exploser libérant
ainsi leur ADN. Ce phénoméne se produit a une fBge de 1/400 a 1/1000

bactéries, par un mécanisme encore non expliqué.

4-Les systemes de sécrétion de toxines et d'effexteur

Dans le but de libérer des effecteurs ou encord’Al@N a I'extérieur de leur
enveloppe, les bactéries Gram négative ont élathesénanomachineries d’export appelées
systemes de sécrétion. lls sont tres répandusiaulss différents génomes analysés et sont
classés du SST1 au SST6 (Figure 6). CepenBaatgruginosane possede pas de SST4.

T5bSS | T5a8S ISR i Ssoss Membrane
Q I\__ v

S5

Outer
Membrane

Peniplasm

x =i e * . . % d [ .
S o - o - f x o = A ; ¥ o
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Figure 6 Les systéemes de sécrétion EeaeruginosaSec et Tat sécrétion générale. L
systemes de sécrétion libérant leurs substrats ldamslieu extracellulaire SST1, SST2
SST5. Les systemes de sécrétion injectant les @exifans la cellule-cibteSST3 et SST
d’'apres (Bleves et al., 2010)

P. aeruginosapossede en plus de ses SST, une voie de sécritimrale (GSP)
permettant le passage du cytoplasme au périplasme d
- molécules dépliées via le systeme Sec (Papamkal; 2007)
- molécules repliées via le systeme Tat (Twin Aigg Tandem) (Sargent. 2007)
Une fois dans le périplasme, ces molécules sos¢pen charge par leur systeme de sécrétion
approprié, SST2 ou SST5.
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a) Le Systeme de Sécrétion de Type | (SST1)

Ce systeme est composé de trois éléments : uné@meate la membrane interne ayant un
motif de fixation & I'ATP (« ATP-Binding Cassettet &BC protein »), une périplasmique et
une située dans la membrane externe. La sécréifamitsen une étape : les produits passent
directement du cytosol dans le milieu extracelhalgFigure 6). Le SST1 de référence est le
systeme HIyA dE. coli qui comprend les protéines HlyB (motif de fixatian’ATP), la
protéine HlyD (membrane interne) et TolC (membrexterne) (Mackmaet al, 1985).

P. aeruginosaexprime deux SST1 et les génes codant pour leipresystéme AprDEF
sont tous regroupés dans un méme cluster. Lesigainc effecteurs sécrétés sont la protéase
alcaline AprA (Guzzeet al, 1990) et AprX, protéine de fonction inconnue ¢g et al,
2001).

AprA clive les monomeéres de flagelline empéchansideur reconnaissance par le TLR5
(Bardoelet al, 2011). Elle dégrade également les protéinesotupEment Clg, C2 et C3
ainsi que l'interférory (Laarmanet al, 2012; Hong and Ghebrehiwet. 1992; Parmely et al.
1990). La disparition des protéines du complémesit associée a un blocage de la
phagocytose et a l'arrét de la lyse bactériennelgsaneutrophiles (Laarmaet al, 2012).
Cette protéase alcaline est donc une enzyme esgmidtil’établissement de la bactérie dans
les poumons.

Le deuxieme SST1, le systtme HasDEF, intervients dancorporation du Fer
(Letoffe et al, 1998). Il comprend une protéine HasAp, sécr@tiele SST1. La protéine
HasAp va se fixer a I'hneme de 'hémoglobine. Le ptare heme-HasAp est ensuite adressé a
un récepteur membranaire HapR, qui sera chargéirdernalisation de 'heme dans la
bactérie (Letoffeet al, 1999). Il y a trés peu de fer disponible aun sk I'héte ; la sécrétion
d’'un hémophore tel que HasAp est primordiale aaletdrie pour incorporer du fer aux stades
précoces de l'infection : ce SST1 est exprimé daias d’'une infection aigué.

b) Le Systéeme de Sécrétion de Type Il (SST2)

Dans le cas du SST2, la sécrétion se fait en Z2gtale passage des effecteurs du cytosol
au périplasme est assuré par le GSP puis le SSThage du transfert des protéines du
périplasme au milieu extracellulaire (Figure 6)n#iides mutants de ce systeme voient leurs

effecteurs s’accumuler dans le périplasme.
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Il existe trois SST2 cheR. aeruginosa le premier est codé par les gemep constituant
un cluster de 11 génescpP-2 (Filloux. 2004). Cependant, uni@ene localisé ailleurs dans
le chromosome est essentiel au bon fonctionnemantS8T2. Il s’agit dexcpApilD
€galement nécessaire a la piliation de type IV (Nand Lory. 1991). Il assure la sécrétion
d’'une douzaine de substrats comprenant des élastee lipases, des phospholipases, une
phosphatase alcaline, I'exotoxine A, toutes prirnaled lors d’infections aigués. Ce systeme
est régulé par le quorum sensing (QS, forme de aomwation bactérienne basée sur la
densité d’'une population) (Chapon-Hesteal, 1997).

Le deuxieme SST2 est codé par les 11 ghreB-Zhomologues acpP-Z Contrairement
au SST2 Xcp, on ne lui connait qu’un seul substagphosphatase alcaline LapA. De plus, ce
systeme n’est fonctionnel que lorsque le niveaptaesphate est limité dans le milieu (Betl
al., 2002).

Un troisieme SST2, a été identifie récemment dansoluche clinique PA7 et lui est

spécifigue (Royet al, 2010).
c) Le Systéeme de Sécrétion de Type Il (SST3)

Découvert en 1996 cheR. aeruginosa(Yahr et al, 1996), le SST3 est le facteur de
virulence majeur responsable de I'effet cytotoxigieecette bactérie et des infections aigués
gu’elles provoquent (Hauser et al., 2002 ; Haug609). Il est entierement dévolu aux
cellules eucaryotes (amibes, insectes, zebra-freammiferes): il permet d'injecter
directement des toxines dans le cytoplasme desleglitibles (Cornelis. 2010). Cet appareil
de sécrétion est appelé «injectisome » car letegopremieres images montraient une
structure se rapprochant d’'une aiguille (Kukedral, 1998).

L’'appareil de sécrétion du systeme, représentér€&iguest composé d’'une vingtaine de
protéines nommeées Pop (Pseudomonas outer prot€isg, (Pseudomonas secretion
component) ou Pcr (Pseudomonas low calcium respémseant :

- le corps basal, ou sécréton, formé de deux annaacrés dans les membranes
internes et externes de la bactérie.

- Taiguille constituée de la protéine PscF, longtendiron 500 A et large de 70 A,
avec un diamétre interne de 25 A (Cordesl, 2003). Elle est indispensable a
I'injection (Blockeret al, 2008).

- le translocon, inséré dans la membrane de la edlible, composé de trois

protéines : PopB, PopD et PcrV. Ce systeme daecregt essentiel au bon

30



fonctionnement du SST3. PopB et PopD forment |le poembranaire de 20 a 30
A tandis que PcrV semble favoriser leur insertianglla membrane de la cellule-
cible (Dachewset al, 2001, Schoehet al, 2003, Gouret al, 2004) .
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Figure 7 Représentation schématique du SST3 situé danselappe deP. aeruginos
(d’apres(Hayes et al., 2010)).

L’adressage direct des protéines au SST3 nécessignal de sécrétion. De nombreuses
études ont fait part d’'un signal codé soit dan&®kIMn (séquences en 5’ de certains effecteurs
sont responsable de l'adressage), soit dans laeségpeptidique (les résidus 1-25 formant
un signal de sécrétion N-terminal tres variablesdsen séquence) (McDermott et al., 2011) .
De plus, les séquences-signal des substrats petelseque ceux de l'aiguille different de
celles des substrats tardifs comme les effectedirsy a tres peu de données concernant
'adressage direct a I'appareil de sécrétion duB&3s substrats précoces.

Une spécificité du SST3 est la présence de pra@ginmmées chaperonnes. Ces protéines
forment des complexes avec un effecteur (chapesodeeclasse 1), avec les protéines du
translocon (chaperonnes de classe Il) et égaleaveatles protéines de I'aiguille (chaperonne
de classe Ill) (Thomas et al., 2012). Elles sosteselles a leur stabilité, leur sécrétion, leur
bon repliement ainsi que leur dissociation. AifdapB et PopD sont complexées avec la
méme chaperonne PcrH (Schoehral, 2003) tandis que SpcS est associée soit a ExitS,

a ExoT (Yahret al, 1995, Sheeet al, 2008) et SpcU a ExoU (Finck-Barbancziral, 1998).

Les toxines dé°. aeruginosanjectées par le SST3 sont au nombre de 4 ;. EK&ST,

ExoU et ExoY. ExoS et ExoT possédent un domaingaetur de GTPase (GAP) et un autre
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ayant une activité Adénosine Diphosphate ribosydférase (ADPRT) (Garrity-Ryaet al.,
2004). ExoT ADP-ribosyle le domaine SH2 des pragircytosoligues Crk de I'hote,
impliquées dans l'adhésion focale et la phagocy{@e and Barbieri. 2003), tandis que
ExoS ADP-ribosyle de multiples membres eucaryotetadamille Ras tels que RhoA, Racl
et Cdc42 (Henrikssomt al, 2002). ExoS et ExoT inhibent la phagocytose erupbant le
réarrangement du cytosquelette d’actine, les adegdocales et les cascades de transduction
du signal essentielles a la fonction phagocytaarlfieri and Sun. 2004). ExoU est une
phospholipase causant de sérieux dégats membmditae lyse cellulaire (Phillipst al.,
2003),(Satcet al, 2003). ExoY est une adénylate cyclase respoagtibhe augmentation de

la perméabilité membranaire (Yadiral, 1998).

Toutefois, généralement dans le cytoplasme déllideeible ne sont retrouvées a chaque
fois que trois toxines (ExoS, T, Y ou ExoU, T, ¥8s deux toxines ExoS et ExoU s’excluant
mutuellement (Bertheladt al, 2003 ; Wolfganget al, 2003b ; Kulasekaret al, 2006). Une
étude sur 100 isolats a révélé que 72% des soydssedaient uniquement le gene codant
pour ExoS et 28% celui codant pour ExoU (Feltreiral, 2001). Chez les isolats CF, les
souches exprimant ExoU sont beaucoup moins frégaent

Le SST3 est un systeme activé par contact aveellalescible dont la régulation sera

détaillée plus loin.

d) Le Systéme de Sécrétion de Type V (SST5H)

C’est le systéme le plus simple parmi tous ceuxppssede la bactérie et il en existe deux
sous-types. Le premier est appelé autotransporteurSST5a et requiert pour son
fonctionnement un seul polypeptide possédant unadfemtransporteur en tonnefuet un
domaine protéase (Figure 6).

Quatre SST5a ont été identifiés chzaeruginosalontl'estéraseEstA. Son domaine N-
terminal, qui posséde une activité lipolytique, e&trété par son domaine en tonnBa-
terminal inséré dans la membrane externe (Wiltetlad,, 1999 ; Akohet al, 2004).

Le deuxiéme type de SST5, un peu plus élaboréammtlé systeme de sécrétion a deux
partenaires (« Two partner secretion system » o8) T SST5b (Jacob-Dubuissen al,
2001, Mazar and Cotter. 2007). Dans ce systemdpmeaine en tonnea@ et le domaine
passager (a transporter) sont portés par deuxipestélistinctes, respectivement TpsB et
TpsA (Figure 6). Il a été identifié 6 TPS chBz aeruginosa dont le TPS constitué de
CdrA/CdrB : CdrA est une adhésine putative, favmnrisla formation du biofilm et I'auto-
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agrégation bactérienne dans des cultures liquiBedde et al, 2010). Dernierement, notre
laboratoire a pu identifier un nouveau TPS codéupaisolat clinique d®. aeruginosall est
composé du transporteur ExIB et de I'exolysine ExJd serait responsable de la forte

virulence de cette souche (Elstral, in press).

e) Le Systeme de Sécrétion de Type VI (SST6)

Récemment, un autre systéme complexe permettamedtion de toxines dans le
cytoplasme d’une cellule cible a été déecouvert dhibro cholerag(Pukatzkiet al, 2006): le
SST6. Il est retrouvé chez la plupart des bactddesm négative pathogénes ou non, en
simple ou plusieurs exemplaires (Bogtral, 2009). Il est constitué d’au moins 13 protéines
formant l'appareil de sécrétion, éventuellementoaguagnées de protéines accessoires.
L’appareil de sécrétion présente une structuraqodidre puisqu’il s’agit d’'un bactériophage
a I'envers (Kanamaru. 2009) (Figure 8). En effes, deux protéines majeures de I'appareil de
sécrétion, Hcp et VgrG, présentent des homologies des composants des phages. Ainsi,
Hcp (hemolysin co-regulated protein), qui forme dasneaux hexamériques, a des
homologies structurales avec la protéine gpV dweheet elle est supposée former le tube
de sécrétion (Ballistest al, 2008,(Mougousgt al, 2006 ; Pelkt al, 2009). Le trimére VgrG,
outil supposé de perforation membranaire, se sitl@ pointe du tube et présente lui des
similarités avec les protéines gp5-gp25 du phage(Jelman et al, 2009). Le SST6
comprend aussi, chdz aeruginosadeux protéines TssB et TssA (de type VipA/Vip&)j
vont former un fourreau autour du tube Hcp et \aamistituer une unité contractile permettant
I'éjection de Hcp-VgrG hors de la bactérie pouldailla membrane de la cellule cible (Basler
et al, 2012; Bonemanat al, 2009) (Figure 8).
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Figure 8 Représentation d’'un bactériophage (A), du SST6G-tepos (B) et « armé » (Gjtué dan
'enveloppe deP. aeruginosal’aprés (Kapitein and Mogk. 2013)

A Tlorigine, ce systéme était considéré comme ciblées cellules eucaryotes

similairement au SST3. La protéine VgrG\echoleraeest dite « évoluée » car elle possede

un domaine ACD (actin cross-linking domain) lui pettant de désorganiser le cytosquelette

de la cellule eucaryote (Pukatzii al, 2007). VgrGd’Aeromonas hydrophila une activité

d’ADP-ribosylation de l'actine (Suarezt al, 2010). Mais depuis la découverte d’effecteurs

antibactériens (Hooét al, 2010), le r6le du SST6 a été révisé pour deveg@ement un

systeme impliqué dans les compétitions inter-bagtaes. Ainsi, quatre sortes de SST6 ont

été recenseés :

ceux dirigés contre les cellules eucaryotes

ceux impliqués dans la compétition inter-bactéréenn

ceux visant a la fois des cibles eucaryotes etgoyotes.

ceux impliqués dans d’autres processus tel quertadtion de biofilm (de Pact
al., 2011)

ChezP. aeruginosatrois SST6 ont été identifiés, appelés SST6-TI,685et SST6-3. lIs

sont respectivement codés par des genes regroupésos loci nommés Hcp Secretion
Island (HSI)-I, Il et Il (Mougout al,, 2006).
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Hcpl a été détectée dans les expectorations (wrapit de patients atteint de
mucoviscidose, indiquant que le locus HSI-I estrieng lors des infections chroniques e
aeruginosa Ce systeme est impliqué dans la compétition Hbéetérienne. En effet, il a été
prouvé que le SST6-1 deélivrait trois toxines, TeeTse3 dans le périplasme et Tse2 dans le
cytoplasme de la bactérie-cible (Hoetlal, 2010). Tsel est une amidase peptidoglycane et
Tse3 une muramidase ; elles dégradent toutes a@eprgtidoglycane. Tse2 est une toxine
cytoplasmique entrainant la quiescence de la beeatéle par un mécanisme inconnu a ce
jour (Russellet al, 2011). P. aeruginosane peut pas « S’auto-intoxiquer » dans une
population bactérienne puisqu’elle posseéde lestaxines Tsil, Tsi2 et Tsi3 neutralisant
respectivement les effets des toxines en s’asdozialhes.

SST6-2 et SST6-3 jouent un rdle dans la virulerigaéade la bactérie : une étude a
montré une diminution significative de la virulenckez des mutant&HSI-1I et AHSI-III
comparés au sauvage a la fois dans un modele dimfie d’Arabidopsis thalianaet un
modele d’infection pulmonaire aigué chez la so(lresicet al, 2009). Toutefois, la frontiére
cible eucaryote / procaryote n’est pas figée puwasggcemment, de nouveaux effecteurs du
HSI-1l ont été révélés : il s’agit de phospholipasati-bactériennes (Russetlal, 2013). Le
HSI-1l semble donc lui aussi intervenir dans lesipétitions entre bactéries.

La régulation de ces trois SST6 sera décrite jolus |

lll- Régulation de la virulence ch®z aeruginosa

L’activation de tous ses facteurs de virulencetétafiteuse en énergie, aeruginosa
a développé de nombreux systémes de régulation epamh I'expression adéquate et
coordonnée de ces facteurs.

1-Le Quorum Sensing

Le quorum sensing (QS) est une forme de commuaitabiactérienne basée sur
'estimation d’'une densité bactérienne en fonctdm la production de petites molécules
diffusibles dans le milieu appelées auto-inducté8tevenset al, 2012). Une fois dépassé un
certain seuil de concentration, ces molécules gahii la transcription de genes cibles
impliqués dans la production de protéases extidegks, de chélateurs de fer, de pompes a
efflux, la formation de biofilm et la motilité?. aeruginosgpossede trois types de QS : les
systemedas et rhl basés sur des N-acyl homosérines lactones (AHLg atysteme PQS

libérant des alkyle quinolones (AQ) (Figure 9A).
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Les QS de type AHL couvrent a eux deux la régumaiitenviron 10% du génome
(Schuster and Greenberg. 2006). Les géasset rhll codent respectivement pour une N-3
oxododecanoyle homosérine lactone (3-oxo-C12-AHngase et une N-butyrylhomosérine
lactone (C4-AHL) synthase, responsables de la ptamiude AHLs. Les AHLSs ainsi produits
vont se fixer sur leurs facteurs de transcriptiedafamille LuxR respectif, LasR et RhIR qui
vont dimériser, se fixer a 'ADN et activer leursrges cibles (Juhat al, 2005, Schuster and
Greenberg. 2006).

Le deuxieme type de QS permet la synthése de deupasés : le 2-heptyl-3-hydroxy-4-
qguinolone (PQS) et son précurseur, 2-heptyl-4-daom® (HHQ) (Diggleet al, 2007). lls
entrainent la fixation du facteur de transcriptiRosR (ou MVfR) sur I'opéropgqsABCDEce
qui induitsa transcription et I'expression de tout le régitgsR (ou MVfR).

Les trois systemes de QS sont interconnectés pilisgiste une hiérarchie parmi
eux : au sommeis régule positivementhl et pgstandis querhl régule négativemerniqgs
(Latifi et al, 1996, Pescét al, 1997). Lors d’'une infection chronique, le géagR est 'un
des premiers a subir des mutations (Hogetdtl, 2007). Ainsi, un mutanasRvoit son QS
fortement diminué et tous les régulons du QS régsilfirigure 9). La proportion des isolats
QS-déficients ou cheaters (mutatdsR augmente durant la colonisation contrairement a
ceux du systémehl. Les mutantdasR envahissent la population et deviennent prédonsnan
puisqu’ils bénéficient des « biens publiques » sdas produire (Wilder et al., 2009 ; Kohler
et al., 2010). Pourtant de nombreuses études @nét de souches impliquées dans des
infections chroniques possédant un systémsedéfectueux mais présentant I'expression de
facteurs de virulence régulés pht etpqs ce qui va a I'encontre de la hiérarchie étalblie.
systeme de QS alternatif nouvellement découvertrrpituexpliquer cette expression en
absence dias (Dandekar and Greenberg. 2013). En milieu paunrneh®sphate (comme lors
des infections chroniques), sous I'action de Phagjulateur de réponse impliqué dans la
détection de taux de phosphate), AmbB, une pepya¢ehétase non ribosomale, parvient a
activer les systemahl et pgsindépendamment das (Leeet al 2013). Elle interagit avec les
protéines codées par 'opérambBCDE,ce qui contribue a la production d’'un signal 2-(2-
hydroxylphenyl)-thiazole-4-carbaldéhyde (IQS). €ignal 1QS interagit avec un facteur
inconnu pour activer RhIR et PgsR. Ainsi par cetige paralléle, les régulons del et pgs

restent actifs (Figure 9B).
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Figure 9 A/ Représentation schématique de I'ancienne vidiorionctionnement du QS ch€z aeruginosaElle par
d’'un circuit constitué de programmes génétiquesramnnectés comprenant trois facteurs de transmriphajeurs
LasR,RhIR et PgsR. LasR se situe au sommet de ce chi@rachique et, a une concentration adéquate misigoa
C12, LasR active la transcription de nombreux géregulan LasR). Ce régulon comprend aussi RhIR et PgsiRen
réponse a leurs signaux respectifs, C4 et PQSeattdes régulons se superposant a celui de LasRi, les mutan
lasR ne peuvent plus activer les génes appartenantraisxrégulons. B/ Représtation schématique de la nouv
vision du fonctionnement du QS chez aeruginosgd’apres (Dandekar and Greenberg. 201@ptte nouvelle pens
fait intervenir les géneamh régulés par LasR et logiquement inactifs dansutantlasR lorsqueP. aeruginosaroil
en conditions normales de laboratoire (conditidesées en phosphate) : le schéma de gauche déttetsituationlLe
schéma de droite décrit la condition en limitatitnphosphate : 'opéraambBCDEest activé par un effecteur altern
PhoB (pas représenté) et IQS est produit. IQSdgteavec un facteur inconnu pour activer la sigagéibn RhIR et
PgsR. Cela couttircuite la dépendance a LasR. Dans cette figaseesystémes actifs sont en couleur, ceux inactifi
en gris. Les lignes pleines indiquent une synthesecelles en pointillés une régulation positive. :CH-
butyrylhomosérine lactone ; C12 : N-3 oxododecamyimosérine lactondPQS: 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone

Etant donné que la majorité des genes contréléslgp@S sont exprimés en phase
stationnaire, il est logique de retrouver une matioih de 40% de ces genes par RpoS (sigma
facteur de la phase stationnaire) (Whiteley e28i00; Schuster et al., 2004).
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2-Les systemes de régulation a deux composants

Les systemes a deux composants constituent un mgeande transduction et
d’intégration du signal comprenant dans sa plupl@meprésentation un senseur hisitidine
kinase et son régulateur de réponse associé, lespdgtenaires communiquant par transfert
de phosphate (Stoakt al, 2000). Ce systeme de communication permet adtéhe d’'étre
constamment informée sur les changements de soiroenement. température, pH,
composition ionique, présence de nutriments ou ulestances toxiques. Elle peut ainsi
adapter I'expression de ses géenes au mieux aveomestions du moment.

Dans la majorité des cas, le senseur est membeasiaie régulateur cytoplasmique mais
il existe des senseurs cytoplasmiques. Le sengstidie kinase s’articule en différents
domaines (Figure 10) : un domaine N-terminal sengaudétecte un signal et un domaine C-
terminal transmetteur cytoplasmique (Stoek al, 2000). Les régulateurs de réponse
possédent un domaine receveur N-terminal consems g'un domaine effecteur C-
terminal ; quand ce sont des facteurs de trangmmipte domaine effecteur possede un motif
hélice-tour-hélice de liaison a 'ADN (Stoak al, 2000). Apres détection d’'un signal, le
senseur s’auto-phosphoryle sur le résidu histidoreservé de son domaine transmetteur (Gao
and Stock. 2009). Puis, le groupement phosphateagsiféré sur le résidu aspartate conservé
du domaine receveur du régulateur de réponse,i@tijve le domaine associé.

En fonction de leur structuration, trois sortes smseurs kinases sont retrouvés: les
senseurs kinases classiques, non-orthodoxes eidbybiCes deux derniers possédant des
domaines supplémentaires (Figure 10). Comparé laénszx classique, les histidines kinases
hybrides possédent un domaine C-terminal receveasid(l aspartate) supplémentaire et
interagissent avec des modules « Hpt » (histidimesphotransfert) indépendants. Ce domaine

Hpt est fusionné au domaine receveur chez les genkimases de type non-orthodoxe.

ChezP. aeruginosa89 régulateurs de réponse et 55 senseurs kiddessclassiques
ont été identifiés (Rodriguet al, 2000). Cette bactérie posséde en plus 14 senkEases
hybrides et un atypique (RetS, voir plus loin), éenseurs kinases non-orthodoxes et trois
modules Hpt indépendants : HptA, HptB et HptC. késpnce de domaines supplémentaires
sur les protéines augmente le nombre de transéepghdsphate, qui alterne toujours « His-
Asp », ce qui permet plus de modulation du sigrtedéers ces phosphorelais et conduit a une
régulation d’autant plus fine.

38



Senseur- kinase Réqgulateur de réponse

Classique [>T o a>
Hybide DT GBI -
Non /®\/®\

orthodoxe D <>

Senseur Transmetteur Receveur Phospho-transfert Receveur Effecteur

Figure 10 Représentation schématique des systémes a dewosantp deP. aeruginos
(d'apres (Mikkelsen et al., 2011)). (H mauve) : miedHptB

3-La voie AMPc / Vfr

Le messager secondaire Adénosine MonoPhosphaigus/¢AMPCc) résulte de I'activité
d’enzymes appelées adénylate-cyclases au sein dactérie.P. aeruginosgossede trois
adénylates cyclases : CyaA, CyaB et I'effecteulS&T3 ExoY (inactive dans le cytoplasme
en absence de son co-facteur eucaryote) (Saiadr, 2000 ; Wolfganget al, 2003a ; Yahet
al., 1998). Cependant, CyaB semble étre I'enzyme psadu la majorité de I'AMPc
intracellulaire. Ce messager secondaire est unctefie allostérique du facteur de
transcription Vfr, qui fait partie de la familleesl CRP (ou cAMP receptor proteins) et qui
régule de nombreux facteurs de virulence aigué (\&tes., 1994).

En effet, Vir régule positivement environ 200 gemaportants lors d’infections aigués
comme ceux impliqués dans l'activation du SST3, 534s génefas etrhl du QS, ainsi que
les genes jouant sur la formation des pili de tyf(&Vest et al, 1994 ; Beatsort al, 2002 ;
Wolfganget al, 2003a). Mais Vfr réprime les génes impliqguéssdanformation du flagelle
commefleQ, (Dasguptaet al, 2002).

Un « vifr-binding-site » consensus a été trouvé; attive directement I'expression des
genegegA toxA lasR pilM/ponA(Kanacket al, 2006)

L’homéostasie de 'AMPc est assurée par la phospkt&tase-AMPc CpdA dont la
synthese est activée par Vir lorsque le taux d’AMBttrop élevé ; il y a un rétrocontréle

négatif (Fuchset al, 2010). Le niveau d’AMPc intracellulaire esteaffé par les signaux
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environnementaux, les conditions de culture faibdes calcium ou d’osmolarité forte
(Wolfganget al, 2003a, Rietsch and Mekalanos. 2006).

4- di-GMPc

Le Di-Guanosine MonoPhosphate cyclidagé partie des molécules-signal essentielles a
la bactérie. Sa présence est le résultat d'unetalantre deux activités enzymatiques : d’'une
part les diguanylate cyclases avec leur domaine B2 synthétisent et d’autre part des
phosphodiestérases possédant un domaine EAL ou ¥DI& dégradent (Paet al, 2004 ;
Tischler and Camilli. 2004; Christeet al, 2005 ; Ryanet al, 2006). La concentration
intracellulaire en di-GMPc influe sur de nombrewspects de la bactérie : formation du
biofilm, motilité, sécrétion, cytotoxicité et adafibn a des stress environnementaux (voir

partie transition vie planctonique/vie communawetair

5- Petits ARNSs régulateurs

P. aeruginosa doit étre capable d’intégrer tres rapidement lesangements
environnementaux et tout aussi rapidement de regekegenes. La maniere la plus rapide et
la moins colteuse en énergie est d'utiliser legpARNS. Trés récemment, une étude de
« RNA-seq » a permis d’identifier plus de 380 ARfsantisens et 165 petits ARNs chez
aeruginosa(Wurtzel et al, 2012). Ce chiffre n’est pas surprenant pour baeérie capable
de s’adapter dans des environnements varies. begtiébn, pour une grande majorité, n'est
pas définie. Cependant, un certain nombre doitespondre a des ARNs régulateurs. Dans
les ARNSs cis-antisens, il y en a qui sont de pagitéee comme les petits ARNs (100 & 300 nt)
mais la majorité a une taille allant de 700 a 3860(@5eorg and Hess. 2011).

Les petits ARNs régulateurs ont une taille allaatl®0 a 470 nt et sont chargés de la
régulation au sein de la bactérie selon deux mabiastion. Ills peuvent intervenir par
appariement de bases avec I'ARNm d'intérét et salots appelés des « ARNs trans-
antisens » (petit ARN provenant d’'un autre endidaitthromosome et se fixant sur le site de
fixation au ribosome) ou « cis-antisens » (petitNAprovenant du brin d’ADN anti-sens) en

fonction de leur zone de fixation sur TARNm (Figutl).
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Figure 11 ContrOle de I'activité et de la stabilité de 'ARNpar les petits ARNs. d'aprées (Gripenlagidal,
2010)

Le deuxieme mode d’action concerne de petits ARMNeragissant avec des protéines
régulatrices se fixant a des ARNm a proximité ou lsur site de fixation au ribosome
(« Ribosome Binding Site », RBS).

a) Reégulation par appariement de bases: exemple dé&s ARti-sens PrrF1 et

anti-sens PrrF2

Le contrble de la concentration intracellulaire Fear est crucial pour la bactérie. En
effet, le fer est un élément essentiel a sa sunaés son taux doit étre maitrisé. Ainsi la
bactérie synthétise et sécrete des sidérophoresdpmline et pyochéline) quand le niveau de
fer est bas et un régulateur du fer appelé Furi¢feptake regulator) quand son niveau est
trop éleve.

Quand la concentration en fer est trop basseaitranscription de deux petits ARNS :
PrrF1 (115 nt) et PrrF2 (113 nt) (Wildermanhal, 2004). Ces derniers, une fois appariés a
leurs ARNm cibles, empéchent la traduction de jmeterégulant le taux en fer. En condition
ferrique élevée, le régulateur Fur complexé auefapéche la transcription des deux petits
ARNs PrrF1 et PrrF2 ; la synthése des protéinemgttant le contréle du niveau de fer

(bactérioferritine) et de sa toxicité (superoxydamltase) est donc possible (Figure 12).
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Figure 12 Représentation schématique de la régulation du teufer intracellulaire cheP.
aeruginosa (d’aprés (Sonnleitner and Haas. 2011)).

b) Régulation de protéines se fixant aux ARNm : exenald la protéine RsmA

Cette régulation fait intervenir deux acteurs : pnatéine se fixant & des ARNm cibles et
un petit ARN régulateur qui séquestre la protéaglatrice.

Les petits ARNs régulateurs présentent des madifeeconnaissance particuliers dans les
boucles de leur structure secondaire : ANGGA (58%AGGA (45%) pourP. aeruginosa
(préférentiellement AGGA (67%) plutét que ANGGA 83 pour E. coli) (Babitzke and
Romeo. 2007). Ce sont des séquences identiquesitagxde fixation présents sur TARNm
reconnus par la protéine régulatrice. C'est doncleurre pour cette protéine qui va
préférentiellement se fixer au petit ARN plutdt &i’ARNm qu’elle régule et va se retrouver

ainsi séquestreée.

Chez P. aeruginosa une des protéines régulatrices est appelée RIRefufator of
Secondary Metabolism A). Elle fait partie de la fdendes protéines de type CsrA se fixant a
des ARNm cibles. CsrA (Carbon Storage Regulatore#t)’homologue de RsmA chéz
coli ; elles présentent entre elles 96 % d’identité (Hetehl., 2002 ; Valverdest al, 2003) ;
Kay et al, 2005). Un mutanfAcsrA peut méme étre complémenté par une copiesoe\
apportée eftrans. RsmA reconnait la séquence spécifiquUé’€ANGGANG” » présente

dans la région 5’UTR recouvrant ou adjacente au RB$ARNmM-cible et vient s’y fixer
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(Lapougeet al, 2008) (Figure 13A). Cette fixation a pour consgce I'inaccessibilité du
RBS pour le ribosome, son incapacité a étre reclatgandon de la traduction voire méme
une instabilité des ARNm (Schubettal., 2007).

RsmA régule négativement par cette voie les fasteassociés a une virulence
chronique tels que T6SS-1, EPS, tandis qu’elleeagtion positive sur le SST3, les pili de
type IV (Brencic and Lory. 2009, Burrowesal, 2006). Le mécanisme de régulation positive
par RsmA n’a pas été encore éclairci mais il pausragir d’'un effet indirect, par inhibition
d’un inhibiteur. Pour le SST3, il a été proposé pnénoméne de protection de 'ARNmM
d’exsAcontre une dégradation par la RNaseE (S. Lory pudnhié).

ChezP. aeruginosales petits ARNs régulateurs RsmY (118 nt, seplifmGGA) et
RsmZ (127 nt, huit motifs GGA) sont chargés detiRsmA (Figure 13B)Des expériences
de retard sur gel ont révélé la formation de 4 dergs entre RsmA et chacun des petits
ARNSs (Valverdeet al, 2004 ; Heelet al, 2006).

La régulation se complexifie davantage puisqu’uoevelle protéine régulatrice vient
d’étre découverte chd2. aeruginosail s'agit de RsmN/RsmF (Morrist al, 2013 ; Marden
et al, 2013). C’est une protéine se fixant a ’'ARN démtsynthése est sous le controle de
RsmA. Il existe donc bien une hiérarchie dans tulation post-transcriptionnelle chéz
aeruginosa(Mardenet al, 2013). RsmN/F et RsmA présentent 34% d’homolegiee elles
et ont une structure différente : de plus ellesspdent des régulons distincts mais des cibles
communes.

Chez Pseudomonas fluorescendeux protéines se fixant a 'TARNm, RsmA et son
homologue RsmE, sont titrées par trois petits ARd$mX, RsmY et RsmZ (Heest al,
2002 ; Valverdeet al, 2003 ; Kayet al, 2005). Ces deux protéines répriment les génes de

meétabolites secondaires comme ceux responsablagpdaduction d’antifongiques.

A B

Stem-loop 4
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Figure 13RsmA et RsmY A/ En se fixant sur le RBS (site de fixation duosbme), RsmA empéche la
traduction de 'ARNm. B/ Structure de RsmZ avec4é®ucles de fixation a RsmA (Heebal, 2006).

Stem-loop 3
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V- Transition vie planctonique / vie communautaire

Comme je l'ai déja mentionnd®. aeruginosgpossede deux modes de vie distincts,
associés a I'expression de facteurs de virulenoeé&

Dans le mode de vie planctonique, la bactérie ptéselutdét un phénotype virulent
exprimant les facteurs responsables d’'infectiogsié&s. Avec un SST2 et un SST3 actifs, la
bactérie libére des enzymes dégradatives et dagewrans le milieu extérieur ainsi que dans
la cellule cible (pyocyanine, élastase, phosphep&xoS, ExoT, ...).

Par contre, en conditions moins favorables ou tEsst comme celles trouvées dans
les poumons d'un patient CF, la bactérie doit sétrme en veille » c'est-a-dire « effacer »
tout ce qui pourrait révéler sa présence au systemuinitaire de I'h6te : il y a passage au
mode de vie communautaire en biofilm. Les bactépiesient leur flagelle, se fixent a un
support, s’agglutinent et surproduisent des exmamigharides qui vont former une gangue
protectrice. De plus, comme cet environnement cotapausieurs especes bactérienries,
aeruginosava activer son SST6-1 impliqué dans la compétitnderbactérienne (Hooet al.,
2010).

Ce changement drastique de comportement est reodsibfe grace a une fine
régulation des facteurs de virulence de la bactétie s’exerce a plusieurs niveaux :
transcriptionnel, post-transcriptionnel, traductiehet post-traductionnel.

Pour ce faire, des signaux environnementaux (encwennus a ce jour) doivent étre
détectés, transduits et intégrés dans la bactérsevoies clé de cette intégration impliquent :

- des systémes a deux-composants dont un pivot, Gac8/ influencé par deux
senseurs membranaires RetS et LadS, et jouantiexsléddans la régulation post-
transcriptionnelle (Figure 14).

- les messagers secondaires, di-GMPc et AMPc (avewola AMPc/Vir),
contribuent également au relais des signaux. Lesimalation se traduit par

I'expression ciblée de facteurs appropriés (Fidure
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Figure 14 :Schéma de la régulation exercée sur les petits ARyslateurs au courde la transitio

infection aigué/infection chronique (Schéma récaaiif d’aprés (Bordiet al, 2010,Petrova and Sau
2011, Hswet al, 2008, Bhuwart al, 2012, Konget al, 2013)

1-La voie Gac-Rsm

Les systemes a deux-composants de la famille BanA/chezE. col) sont retrouvés
dans de nombreusegsprotéobactéries (Lapouget al, 2008). Les noms de ces différents
éléments varient en fonction de la bactérie étudiéés leur role est toujours d’assurer la
transcription de un a cinqg petits ARNs régulataetirargés de titrer une ou deux protéine(s)
conservee(s) de la famille CsrA se fixant a des ARMssagers cibles. C’est le nombre de
cibles et donc la portée de la régulation qui vdrientre les différentes bactéries. Par
exemple,P. fluorescensqgui colonise les racines daantes, possede ce systeme a deux
composants qui est responsable de la productiomalécules antifongiques servant de
protection a la plante-h6te ; on parle ici de booHcole exercé par la bactérie (Laville et al.,
1998).

ChezP. aeruginosale systéme a deux-composants GacS/GacA est bfitaié de la

transition infection aigué/infection chronique, trdant I'expression d’environ 400 génes
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(Goodmaret al, 2004). GacS (Global Activation of antibioticsda@yanoside Synthesis) est

un senseur kinase non-orthodoxe inséré dans la raembnterne de la bactérie. Aprés

réception d’'un signal inconnu, GacS s'auto-phosgkosur le résidu His-294 du domaine

transmetteur, le phosphate est transféré a I’Aspdé&lson domaine receveur puis a I'His-863
de son domaine Hpt. Enfin, le phosphate est treédnsfér 'Asp-54 de GacA, son régulateur

de réponse associé (Zuber et al., 2003). GacArefaateur de transcription possédant donc
un domaine receveur et un domaine de liaison aNABigure 15).

Une fois activé par phosphorylation, GacA est raspble de la transcription de deux
petits ARNs régulateurs : RsmY et RsmZ. Ces deullgRegulateurs séquestrent la protéine
RsmA. Cette protéine empéche aussi la traductios @&RNm du SST6-1, les
exopolysaccharides Pel et Psl (leéeal, 2010 ; Brencic and Lory. 2009), les sidérophores
(Moscosoet al, 2011 ; Frangipanet al, 2013). De plus, elle favorise indirectement la
motilité et le SST3.

Pour le moment, la nature des signaux détecté&aa® che®. aeruginosast inconnue.
Par contre, son homologue chezcoli, BarA, réagit positivement au formate et a I'at#ta
(Chavezet al, 2010). Che®. fluorescengl’activation se fait par des molécules produpas

la bactérie quand elle atteint une forte densitpajmilation (Heelet al, 2002).

H D H
- I - G
™ D ™ HAMP Transmetteur Receveur Hpt

1[I [ 214 GacA

Receveur HTH

Figure 15 Représentation schématique des protéines GacS-@ac”A. aeruginosa.TM :

transmembranaire, HAMP : domaine linker, HTH : &&ltour-hélice

2- RetS (Regulator of Exopolysaccharides and Typed Bezretion)

La protéine RetS (ou RtsM) a été découverte pak dguipes au méme moment. La
premiere effectuait le crible d’'une banque de mistat a observé que la mutation de son
gene entrainait un phénotype de biofilm particu{@oodmanet al, 2004); la deuxieme
équipe a constaté qu'un mutafsttsM avait un défaut dans la production et la sécrétion
d’effecteurs du SST3 (Laskowski al, 2004).

RetS est un régulateur global puisqu’il contrGendaniere indirecte I'expression de pres
de 400 génes (Goodmart al, 2004). Ce senseur de 946 acides aminés (a@ mnattré
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comme régulant positivement le SST3 et négativerteeproduction d’exopolysaccharides
(Pel, Psl). Un mutarfiretSest ainsi non cytotoxique, s’agrege énormémeptagtuit plus de
biofilm (Goodmaret al, 2004). Ce mutant est clairement orienté dansiade d’expression
de facteurs de virulence contribuant a l'infectatmonique.

RetS est un senseur kinase hybride particuliereptaat un domaine receveur 7-TMR-
DISMED2 (Diverse Intracellular Signalling Module tExcellular 2) constitué d’'un large
domaine périplasmique, sept domaines transmemipeanain domaine transmetteur et deux

domaines receveur (Figure 16).

H D

1 (T - (- I 5 LS

H D D

1 - -+« RetS

7TMR 7 TMR- HiskA HATPase Receveur1l Receveur 2
DISMED2  DISM_7TM c -

Figure 16 Représentation schématique des domaines des mestitinases LadS et RetS Beaeruginos
d’'apres (Ventre et al., 2006). 7 TMR-DISMED?2 : doneapériplasmique, 7 TMR-DISM_7TM7 domaine

transmembraires, HisKA + HATPase_c : domaine trattaur.

La structure du domaine périplasmique de RetS aéétdlue par deux équipes. Les deux
études ont montré que ce domaine présentait dekasiés avec les Carbohydrates Binding
Domains (CBM) (Vincenet al, 2010). Mais une des deux equipes a observéulismaine
de repliement (un monomére (Jirg al, 2010)) quand l'autre a vu une formation en
« tétramere» (Vincentt al, 2010). Le ligand pourrait étre un dérivé d’hydrde carbone
(sucre) venant soit de la cellule cible, soit dbdatérie elle-méme.

Pour le moment, il N’y a toujours pas un conserssusle besoin ou non de RetS d’'étre
phosphorylé pour étre activé. En effet, I'expressia SST3 peut étre restorée dans un mutant
AretS au moyen d’'un géneetS ne possédant pas la séquence nucléotidique coadamt
I'histidine conservée du domaine transmetteur. Maligrs que le site phospho-accepteur du
premier domaine receveur semble inhiber I'actidééRetS, celui du deuxiéme domaine est
essentiel a l'activité du senseur (Laskowski andriiarczak. 2006). C’est certainement par
ce deuxieme domaine qu'HptB (module de transferpldesphate indépendant) contrdlerait

positivement RetS, capable de participer a despttorslais (Hswet al, 2008).
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Paradoxalement, dans son étude de 2009, I'équip®. de@ry a pu montrein vitro, et
surtoutin vivo par pull-down, une interaction directe des domaowsplasmiques de RetS et
GacS (Goodmaeet al, 2009). Le mode de fonctionnement de ce sensurés inhabituel
puisqu’en formant un hétérodimere avec GacS, Reiféehe son autophosphorylation et
donc la transcription des petits ARNs, sans beddtre phosphorylé. RsmA est donc libre
dans le milieu et peut empécher I'expression deetas de virulence chronique en se fixant
sur des séquences GGA recouvrant la zone de fixatiaibosome (Lapougs al, 2007).

Trés réecemment, des études ont montré que le gekinage hybride PA1611 pourrait se
lier & RetS favorisant ainsi 'autophosphorylatadmGacsS et I'activation du mode « biofilm »
(Bhuwanet al, 2012 ; Konget al., 2013).

3-LadsS (Lost of Adherence Sensor)

Ce senseur a été nommeé LadS car un muidsS est extrémement cytotoxique, ne
produit plus de biofilm, n'adhére plus aux cellukescaryotes et est donc complétement
« lisse » (Ventreet al, 2006). A linverse de RetS, LadS (795 aa) estsanseur kinase
hybride qui favorise la phosphorylation de GacSawdrs un phospho-relais (Roex al,
soumis) conduisant a la transcription de RsmY ehZRsgt a la traduction des ARNm cibles
de RsmA. Une récente étude vient de montrer quiotheaine Hpt isolé du senseur kinase
non-orthodoxe GacS pouvait étre suffisant pour sueraction avec LadS. Par cette
interaction, la voie LadS était de nouveau fonctgle dans un mutatgacS(Roux et al,
soumis) (Figure 16). LadS a donc un effet contraireelui de RetS et leur régulon se
superpose : il partage pour moitié les méme gebéssaue RetS (Ventret al, 2006).

Tout comme RetS et GacS, les signaux détectés g lsont encore inconnus. Cette
protéine posséde tout comme RetS un domaine psmpjae senseur 7 TMR-DISMED?2,
mais les deux domaines ne partagent que 35% diélatd séquence, ce qui signifierait que

leur ligand serait apparenté mais pas identique.
4-La voie HptB

En plus des régulateurs globaux RetS et L&lSeruginosgpossede d’autres senseurs
membranaires récemment découverts exercant un&atiégupartielle sur RsmY et RsmZ :
PA1611, PA1976 et PA2824. En effet, ils sont toapables d’induire la voie HptB

nouvellement découverte qui régule négativemetralascription de RsmY et intervient lors
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de I'établissement du biofilm (Bordit al, 2010 ; Hswet al, 2008) (Figure 17). Le senseur
EcrS’ (PA1976) (Merret al, 2010) est impliqué dans l'oxydation de I'éthartaindis que
SagS (PA2824) joue un rble lors de I'attachemenridfilm.

HptB (PA3345) est un module de transfert de phasphalépendant qui, lorsqu’il est
phosphorylé, active le régulateur de réponse PA3®Edernier comporte un domaine
receveur et un domaine phosphatase et régule yayaient les genes associés au flagelle
(Bhuwanet al, 2012). Deux cas de figure sont possibles :

-Lorsque HptB n’est pas phosphorylé, il inhibe PAG3jui ne peut plus déphosphoryler

PA3347, un anti-anti-facteur sigma. Le facteur sigoutatif est donc toujours séquestré

par son anti-facteur.

-Lorsque HptB est phosphorylé, le phosphate essfitaé a PA3346, ce qui augmente son

activité phosphatase. Elle est alors libre de depharyler I'anti-anti facteuo putatif,

PA3347. PA3347 déphosphorylé peut se lier a unfaateur sigma putatif, permettant la

libération d’'un facteuo non caractérisé. Ce factearpourrait avoir un effet positif sur

'expression de RsmY. En surexprimant RsmY (voie3B46-47), il y a augmentation de

la production des exopolysaccharides Pel et supjpresu SST3 mais pas d’activation du

SST6 (Bordiet al, 2010).
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Figure 17 La voie HptB, REC: domaine receveur, PP2C : domaine phosphaté&SeP :
domaine histidine kinase/ ATPase(d'aprés (Bhuwaal.et2012),(Bordi et al., 2010)6u et al
2008)
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5-Les messagers secondaires di-GMPc/AMPc

Le messager secondaire di-GMPc est lui aussi femernmpliqué dans la transition
infection chronique / aigué. La premiére observatio été faite sur un mutadretS: il
présentait des niveaux de di-GMPc plus élevés cofspala souche sauvage (Moscesal.,
2011). Cette différence perdurait malgré une momasiupplémentaire au niveau du geeé
Parmi les 17 diguanylate cyclases possédant unideniaGDEF deP. aeruginosail a été
prouvé que la diguanylate cyclase WspR est respt;da 'augmentation de di-GMPc notée
dans une souchretS De plus, il a été possible de réaliser artiflei@lent la transition SST3
/ SST6-1 uniquement en augmentant la quantité d@MiPc dans un mutatpel sans une
mutation AretS au préalable (Moscoso et al., 2011). Logiguement, l'activité d'une
phosphodiestérase entraine une diminution du nideadiGMPc et inverse le phénotype
entrainant une activation du SST3 au détriment 8li6SL. Toutefois cette transition reste
toujours dépendante des petits ARNs RsmY et Rsmig ken diGMPc/RsmYZ n’est pas
encore connu (Moscost al, 2011).

L’AMPc est un régulateur des facteurs de viruleamé (Wolfganget al, 2003a). Or, de
forts niveaux d’AMPc et de diGMPc n'ont pu étre m&s en méme temps a ce jour dans
aeruginosa.Ces deux messagers secondag@astissus du méme précurseur (le IMP) et le
mécanisme impliqué dans la balance de leur syntiiesepas encore cerné (Figure 18). Tim
Tolken-Nielsen a montré durant le congrés « Pseodam 2013 » que la surexpression de
'adénylate cyclase CyaB, qui conduit a une fortmaentration d’AMPc, s’accompagne
d’une faible production de diGMPc. A I'opposé, det$ niveaux de diGMPc, résultant d’'une
surproduction de diguanylate cyclase, conduisemeadiminution d’AMPc et a un phénotype
hyperbiofiim. Ces deux messagers secondaires semdnc indispensables lors de la
transition SST3/SST6-1.
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Figure 18La voie de synthése AMPc/di-GMP¢MP : inosine mono-phosphate, GMP
Guanosine mono-phosphate, GTP : Guanosine tri-fiaosp AMP : Adénosine mono-
phosphate DGC : diguanylate cyclase, CyaB : Adéeydgclase, PDE : phosphodiestérase

6- Les régulations additionnelles

Le réseau se complexifie davantage puisque d’astystemes a deux composants
influent également sur les petits ARNs régulataaosime le systeme BfiS-BfiR impliqué
dans I'établissement du biofilm. En plus de sorer8ur HptB, SagS est capable de
phosphoryler directement l'histidine kinase BfiS qa a pour effet d’activer le systeme
conduisant a la production de RNase G qui dégmgetit ARN RsmZ. Il a été montré que la
diminution de ce petit ARN est essentielle a I'éss@ment du biofilm car un mutaAsagS
est incapable de former un biofilm structuré (Pedrand Sauer. 2011). Une diminution de la
concentration en ions My détectée par le systtme PhoP-PhoQ, induit égatdm&ST6-1
(Mulcahy and Lewenza. 2011).

Les petits ARNs RsmY et RsmZ sont soumis a d’autgslations. Par exemple, les
protéines MvaT-MvaU, membres de la famille des érats H-NS (histone-like nucleoid
structuring protein), exercent une répression td@pisonnelle sur RsmZ (Brenciet al,
2009). Alors que la RNaseG dégrade RsmZ, la preteif (chaperonne d’ARNS) est elle
chargée de stabiliser RsmY et de prévenir sa dagjoad(Sorger-Domeniget al, 2007).
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Tableau 1 Différentes voie de régulation touchanek petits ARNs RsmZ et RsmY

i Petit(S)ARN(s)  Effet sur le petit Genes o
Fonction o Référence
régulé(s) ARN impliqués

Etablissement du Dégradation o (Petrova and Sauer.
o RsmZ bfiSbfiR-cafA

biofilm (RNAse G) 2011)

Régulation Mulcahy and
Détection des Mg RsmZ J _ phoPphoQ ( Y

négative Lewenza. 2011)
Détection de Régulation (O'Callagharet al,
_ RsmY/zZ _ anr-narL
I’lhypoxie négative 2011)
_ ) ) (Bordi et al,
Modulation du Régulation
_ RsmY o hptB 2010)Hsuet al,
signal négative

2008

Stabilisation de Répression (Brencicet al,

o RsmZ o mvaFmvau
transcription transcriptionnelle 2009)
Protection contre la Régulation (Sorger-Domenigg
) , RsmY N hfq
dégradation positive et al, 2007)

Tous ces senseurs supplémentaires permettebiatierie d’ajuster au mieux I'expression de
ses facteurs de virulence lors de la transitioeatdn aigué-chronique. Donc, la bactérie
dispose de différents niveaux d’intervention poomtodler I'activation/la répression de genes.
Ainsi, P. aeruginosaa déployé tout un éventail de senseurs, de masssgeondaires,
de petits ARNs dans le but de détecter le moindemgement environnemental, de l'intégrer
le plus rapidement possible et d’ajuster ses fastda virulence au mieux, ce qui fait d’elle

un pathogene doté d’une faculté d’adaptation rensdig.
V- La Reégulation du SST3 et des SST6

Comme décrit précédemmeneé SST3 et les SST6 sont des nanomachineries
moléculaires composées au moins d’'une vingtain@paléines et essentielles a la bactérie
pour sa virulence. La synthése de tels appareitdetion est trés colteuse en énergie et ne
doit pas étre mise en place de maniéere arbitrair@ @des moments préjudiciables a la bactérie.
Ainsi, P. aeruginosaposséde de nombreux réseaux de régulation inteectde pour une

expression judicieuse de ces systemes.

1- La régulation du SST3
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ChezP. aeruginosale SST3 est constitué d’'un ensemble de 30 prdgéicodées par les
genes de la machinerie de sécrétion et de transloaui sont organisés en plusieurs opérons
regroupés dans un méme locus. Les géenes codankegaffecteurs et leurs chaperonnes sont

guant a eux dispersés a travers le génome (Figyre 1

sécrétion < sécrétion > translocation

>
pscUTSRQPON popN-pcri234DR @ pcrGVH-popBD —

S régulation S régulation/sécrétion

4—estEBAH exsD-pscBCDEFGHIJKL |

‘ Chaperonne/effecteur
Effecteur du Type Il du Type III
> o 3
+ exoT |- Effecteur/chaperonne spcS ".‘ exoS -
du Type Il Effecteur du Type Il
>
—@- exoUjspcU - exoY |-

Figure 19 Représentation schématique de l'organisation ggmetdu SST3'apres {ahr anc
Wolfgang. 2006)Les génes requis pour la sécrétion, la transtmtat la régulation du SST3 s
contigus sur le chromosome répartis en cinq opéftiangles orange clair). Les genes cc
pour les effecteurs et leurs chaperonnes asso@étarigles blancsjont situés ailleurs sur
chromosome. Les promoteurs ExdBpendants (fléches noires) et les sites de fixadixsA
(ovales rouges) sont situés en amont des géneesro@sc

Du point de vue transcriptionnel, I'expression dgmes du SST3 dépend de la
présence d’un facteur de transcription, ExsA quaaiient a la famille AraC/XylS. ExsA
active sa propre synthése en contrélant 'opérengdmes régulateuexsCEBABrutinel and
Yahr. 2008).

Le SST3 est un systeme de sécrétion contact-dépepdiaque la proximité de la bactérie
avec sa cellule cible induit I'expression du SSHayeset al, 2010). Plusieurs voies
permettent la transcription des genes du SST3 demt principales, activées par le contact
cellulaire : ce sont la cascade de couplage sénrétinthese et la signalisation AMPc/Vir

dépendante (Figure 20).
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Figure 20 Schéma récapitulatif de la régulation du SST3 niédifapreés (Yahr and Wolfgang. 2006).
Les lignes pleines représentent des liens de régulgrouvés expérimentalement. Les lignes en
pointillés indiquent d’hypothétiques connectionsvdee de régulation.

a) Spécifique : la cascade de couplage sécrétion-8yath

Les génes du SST3 vont étre exprimés a la suiteeddascade de régulation impliqguant
ExsA mais aussi trois autres protéines ExsD, EXsExeE (Figure 21) (Brutinel and Yahr.
2008).

Cette cascade est basée sur un jeu d’affinitééesthdnges de partenaires. En effet, ExsD
et ExsC ont tous deux, deux partenaires potentdsD en séquestrant ExsA empéche sa
fixation a 'ADN et inhibe I'expression du SST3 joue le role d’anti-activateur (Thibaidt
al., 2009). ExsC quand a lui agit comme un anti-aotivateur et forme un complexe de
stoechiométrie 2:2 avec ExsD (Dasguptaal, 2004 ; Lykkenet al, 2006 ; Zhenget al,
2007). ExsC forme également un complexe 2:1 aveégelateur sécrété ExsE (Zheetgal,
2007). Pour finir, ExXSE empéche I'association EXsGD (Rietsclet al, 2005 ; Urbanowski
et al, 2007). Les affinités de fixation sont par ordeeplus grande affinité ExsC-ExsE (Kd =
1 nM) > ExsC-ExsD (Kd = 18 nM)> ExsD-ExsA (Zhergal, 2007). Le Kd du complexe
ExsD-ExsA n’a pour l'instant pas été déterminé. @arement au complexe formé par ExsD-
ExsC, celui formé avec ExsA et ExsD présente umeckiométrie 1:1 (Thibau#t al, 2009)
révélant le caractere dynamique d’ExsD. Dans deslitions favorables a l'activation du

SST3 (faible concentration calcique), ExSE esté&éeret ExsD se retrouvant seul va se lier a
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ExsC ce qui libere ExsA qui peut alors activergnscription des genes du SST3 (Figure 21).
La transcription des génes du SST3 est intimen@atal I'activité sécrétoire du SST3 : il n'y
aura une forte transcription des genes qu’a pdutinoment ou la machinerie de sécrétion est
fonctionnelle c’est-a-dire qu’ESXE est transloquisns la cellule-cible (Dasguptt al,
2004).
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Figure 21 Modele de la cascade de couplage sécrétion/synthése

Cependant, il existe aussi une voie d’activationSEI3 ne passant par ExsC. En effet,
des mutant&xsCn’ont montré aucune cytotoxicité contre des éndlites de mouton, des
cellules d’insectes et des amibes. Par contrenigévélé une cytotoxicité SST3-dépendante
retardée, mais de I'ordre de celle de la soucheaggy sur des lignées de cellules épithéliales
et de macrophages de mammiferes (Dasgetpad, 2006). Ainsi, la voie dépendante de ExsC
serait importante pour une réponse rapide a taut/pes cellulaires testés tandis que la voie
indépendante représenterait une adaptation spéeifigrs d’infection de mammiferes
(Dasgupteaet al, 2006).

b) La voie de signalisation AMPc/Vfr —dépendante (QMShway)

Une maniere de reproduire I'effet du « contact »laoratoire sans la présence de
cellules est la croissance Be aeruginosadans un milieu pauvre en calcium (Exou en
présence de sérum (Frank. 1997 ; Vadlisal, 1999 ; Kimet al, 2005 ; Urbanowsket al.,
2007). Ce mécanisme d’activation passe par la natidal du messager secondaire AMPc car
des études ont montré que ces deux stimuli eafmih une augmentation de 'AMPc

intracellulaire, I'effecteur allostérique de Vfr @Ngang et al, 2003a ;Rietsch and
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Mekalanos. 2006). A ce jour, le mécanisme pardeilir/AMPc contrdle I'expression du
SST3 est inconnu. Bien que de nombreuses étudda ségulation du SST3 aient porté sur
son induction par de faibles concentrations eniwalcsa signification physiologique n’a pas
encore été établie. De maniére intéressante, geaux d’AMPc intracellulaires élevés sont
constatés apres croissance de la bactérie danslien oontenant 200 mM de NaCl, ce qui
n'est pas observé en présence de 5 mM de NaClmiolasité affecte également la synthése
du SST3, I'expression dkoSaugmentant lorsque la concentration de NaCl passea 200
mM. Cela suggere un lien possible entre stresotigoe, cascade de signalisation AMPc et
régulation du SST3 (Rietsch and Mekalanos. 2006)

Il existe une régulation inversée entre le SSTJest facteurs impliqués dans la
virulence dite chroniqgue comme les alginates pangie. Ainsi, la plupart des mutants
mucA comme une partie des isolats CF, sont non-cyigies et mucoides. L'absence de
MucA entraine la libération du facteur sigma Algie, qui active I'expression du gealgR et
la synthése des alginates. Mais AlgR va inhibeqptession defr, ce qui a pour conséquence
une diminution de synthese des facteurs de virel@ontrolés positivement par Vfr, dont le
SST3 (Wuet al, 2004; Jonest al, 2010).

c) Voies de régulation interconnectées autour du SST3

Concernant la mobilité, le SST3 et les pili deetyjd sont co-régulés puisque ces pili
constituent la premiere adhésine permettant leacordvec la cellule-h6te dont dépend
I'expression du SST3 (Sundet al, 2002). Par contre, I'expression du flagellerégulée de
maniére opposée a celle du SST3 puisqu’'un miiiiidt a une cytotoxicité augmentée contre
les macrophages et au contraire, une surproductiBrsA réduit la mobilité flagellaire
(Soscia et al., 2007). Il semble que ces deux madks trés proches du point de vue de leur
structure s’opposent par leur régulation.

De plus, le SST3 est régulé positivement par laleégur post-transcriptionnel RsmA,
qui appartient a la voie Gac/Rsm impliguée dangrdasition expression de facteurs de
virulence aigué / chronique (Voir chapitre trarmitivie planctonique/ vie communautaire).
Une hypoxie détectée par le systeme ANR-NarL adcivesi le SST3 en jouant négativement
sur les petits ARNSs régulateurs RsmY et RsmzZ (®&ghbnet al, 2011).

Le SST3 est un systéme qui est également moduléeparombreux stress ressentis
par la bactérie. Concernant la température, l&Bstest activé a 37°C et réprimé a 28°C, ce
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qui peut correspondre a une activation par la teatpee du corps du mammifére infecté
(Wurtzel et al, 2012). Comme nous l'avons déja mentionné, le 358%t également
positivement régulé par une forte osmolarité (catregions en sel extracellulaires élevées)
(Rietsch and Mekalanos. 2006).

Lors d’un stress lié au cuivre, il a été proposé i protéine PtrA (Pseudomonas
Type lll repressor A) inhibe le SST3 par interacttrecte avec ExsA (Het al, 2004). Mais
au laboratoire, nous n’avons pas observé de lieiB&FA et I'implication de cette protéine
dans la résistance au cuivre a été démontré (Etsan 2011).

Chez P. aeruginosa les cassures a I'’ADN déclenchent la cascade dealssation
« réponse SOS» activant les systemes de répad®itADN. Dans la voie « réponse SOS »,
PtrB agit comme répresseur de I'expression dessgdneSST3 par un mécanisme inconnu
(Wu and Jin. 2005). La répression du SST3 en répaux cassures de 'ADN pourrait
permettre a la bactérie de re-diriger ses resssugcergétiques vers la réponse de stress
« SOS ». Les genexsDetexsEont également été identifiés comme faisant pddiegulon
de MvaT, la topologie de I'ADN joue également sairrégulation du SST3 (Castargal.,
2008).

Il existe aussi un lien entre le métabolisme cérdia carbone et le SST3: dans un
environnement limité en oxygerageAcodant pour l'isocitrate lyase a été égalementtréon
comme favorisant I'expression du SST3 sans joueresiniveaux d’ExsA (Chunegt al,
2013). Le mécanisme n'a pas encore été identifiés madevrait passer par les voies
RetS/LadS.

Le SST3 est également tres sensible aux signaesgsinétaboliques détectés par la
bactérie. Des mutants sans pyruvate deshydrogénasé ou aceB ou un régulateur du
transport de glucosglfR) sont incapables d’exprimer les genes du SST3iurdépourvu
en calcium (Dachewet al, 2002 ; Wolfganget al, 2003a). De la méme maniere, la
surproduction de pompes a effux et la surexpressgogénes impliqués dans le transport de
I'histidine et le métabolisme empéchent I'expressies genes du SST3 (Rietsthal, 2004,
Linares et al, 2005). Cette influence négative pourrait s'eypdr par le fait d'une
surproduction ou d’'une déplétion de métabolitescifipées, susceptibles de contréler le
SST3. Les mécanismes moléculaires liant les stnésaboliques et les génes du SST3 sont a

éclaircir.

Le métabolisme joue aussi d’une autre maniére 'sypression du SST3 : PsrA est un

inhibiteur transcriptionnel des genes responsablldlégradation des acides gras (fatty acid
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degradationfad) et c’est un activateur transcriptionnel de Rpo&yilateur central de la
phase stationnaire). Mais PsrA est aussi le settkda de transcription connu, en plus
d’ExsA, pour jouer directement sur I'expression 86T3: en se liant au promoteur
pexsCEBAIl peut contréler positivement la transcriptioa kbpéronexsCEBA(Shenet al,
2006). En présence d’acides gras a longues chdlinbgjition de PsrA est levée sur I'opéron
fad et sa liaison pexsCEBAest inhibée. Les acides gras ont déja été moodrase inhibant
le SST3 (Kanget al, 2009). De précédentes études sur micropucaesoélé I'expression de
psrAet dedad dans les poumons CF (Senhal, 2007). Il semblerait que la bactérie détecte et
utilise des acides gras comme molécule-signalwteale nutriments dans les infections CF.
Crc est une protéine de répression du catabolispbquée dans la régulation du carbone
chez lesPseudomonadéVacGregoret al, 1991 ; MacGregoet al, 1996 ; Moralest al,
2004). La protéine Crc est également essentielhes d@ régulation de la virulence et des
processus qui lui sont associés tels que mobilénation de biofilm et résistance aux
antibiotiques. Mais Crc influence positivement BTS et cela en jouant sur différentes voies
de régulation comme par exemple en inhibant debitelirs du SST3 (PtrB) ou en activant
des activateurs du systeme (AMPc/Vfr) (Datal, 2013).

L'importance du SST3 dans la virulence Rleaeruginosaest un fait établi, sa régulation
est donc primordiale et de nhombreux systémes yiboent. Pourtant, une grande majorité
des liens entre ces systemes et le SST3 resteideatltels que le lien entre Vir et le SST3,

celui entre PtrB et le SST3 ou encore celui enteflet le SST3.

2-La régulation des SST6

Chez P. aeruginosales trois SST6 sont codés par des genes orgasis¢dusieurs
opérons regroupés respectivement sur les loci HBlek 111 (Mougouset al, 2006) (Figure

22). Différentes régulations s’exercent sur ceg bbdifférents niveaux.
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Figure 22 : Représentation schématique des trois loci HSI di6Sf&P. aeruginosal’aprés(Mougous et al.,
2006).
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a) Niveau transcriptionnel :

Le QS régule les HSI de maniére opposée (Beretaad,, 2010). Ainsi, HSI-I est régulé
négativement par le Q%aé, pg9 tandis que HSI-II et HSI-III sont induits par I(las, rhl,
pgs. HSI-Il posséde également dans sa séquence dts BoFur », sites de fixation du
facteur de transcription Fur (recouvrant les deakds -10 des promoteucge-dépendants
supposés). Celui-ci une fois complexé avec le &f Empéche la transcription de ses cibles :
HSI-II est donc régulé négativement par le fer éanal, 2012). De plus, des analyses
bioinformatiques ont montré que les séquences @&dlHet HSI-1Il renferment des sites de
fixation dec™* (-24 et -12 en amont des promoteptsiA2 phsiB3et plip3). lls pourraient
étre transcrits grace au facteur sigma altermatff(Bernardet al, 2011).Aprés recrutement
de I'ARN polymérase, ce facteur requiert la préserte protéines pour assurer la
transcription, les bEBP (Bacterial Enhancer Bindirgteins) (Rappast al, 2007). Or, les
protéines Sfa2 et Sfa3, codées respectivement d&tdl et HSI-IIl, semblent étre des
protéines EBP-like (Filloux et al., 2008). De nomalox genes impliqués dans des processus
cellulaires comme la motilité ou la virulence soantrdlés le facteus™ (Potvin et al., 2008).

A l'aide d’analyse de biopuces, le facteur de tcapsion PsrA a été montré comme induisant
le locus HSI-II lors de la phase stationnaire daissance (Kangt al, 2008) et une autre
étude de ChIP-on-chip a identifié MvaT (une praténstone-like) comme régulateur négatif
de genes du HSI-1I et 11l (Castaegal, 2008)

b) Niveau post-transcriptionnel

Le SST6-1 est régulé négativement de maniere pamssdriptionnelle par RsmA, et
est donc sous contréle de la voie Gac/Rsm impligiads la transition expression de facteurs
de virulence aigué/chronique (voir chapitre traasiplanctonique/communautaire). En effet,
il y a une inhibition directe par RsmA qui se fixar les ARNm de PA0081Ihal) et PA0082
(tssAd (Brencic and Lory. 2009). Ceci implique que I'eegsion de ce SST6-1 est favorisée
en condition d’infection chronique. La voie Gac/R&gule également le SST6-3 comme cela
a été observé grace a une approche transcriptomaqueffet, le niveau des transcripts du
HSI-IIl (comme ceux du HSI-I) est diminué dans destantsgacAetrsmYZ(Brencicet al,
2009).

c) Niveau post-traductionnel
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Le plus étudié des trois HSI reste le premikposséde deux opérons constitués de genes
conserves (13, ceux codant pour I'appareil de séajéet accessoires (ceux codant pour les
genes impliqués dans la régulation du systemeH &kl est activé par phosphorylation lors
d’'une association avec la surface et il nécessiteamntact avec d’autres bactéries pour étre
fonctionnel. En effet, il n'y a aucune activatioa ¢k systéme lorsque des bactéries sont mises
en culture liquide (Silvermaet al, 2011). Sur milieu solide, les bactéries sontsgquant
immobiles et les conditions environnementales tigpe biofilm » sont favorisées y compris
I'activation du SST6-1 (par association a la swjacCe systeme est également régulé a
travers un Threonine Phosphorylation Pathway (TREjant intervenir un duo kinase
(PpkA)/phosphatase (PppA). Aprés réception d’'umaiginconnu, la kinase PpkA va
dimériser et s’autophosphoryler sous I'action dgR aine protéine périplasmique. PpkA va
ensuite phosphoryler une protéine Fhal qui va seplexer avec 'ATPase ClpV1. Il 'y a
alors formation du tube (polyméres de Hcpl) etatefeurreau (TssB1 et TssAl), éjection du
tube avec a son extrémité VgrGl, perforation demkembrane et injection des toxines
(Mougous et al, 2007 ; Hsuet al, 2009). Ce systeme possede plusieurs « points de
contrdle » : il y a la phosphorylation de Fhalreenont la présence de différentes protéines
accessoires impliguées dans la régulation postttahnelle : les protéines TagQRST
(Casabonaet al, 2013). Nous avons montré au laboratoire queqoasre protéines influent
sur la phosphorylation de Fhal, 'assemblage depdeeil et I'export des effecteurs. Nous
avons également montré que TagQ était une lipapmtie la membrane externe et que TagR
était associée a cette membrane (Figure 23). Ds, plabsence de TagQ modifie la

localisation TagR qui perd I'ancrage a la membmexterne.
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Figure 23 Représentation schématique de 'appareil de séoréhii SSTEE et des protéin

accessoires. ME : membrane externe, Ml : membragenie. TssJ : lipoprotéine du SST6-1

Il existe également une voie de régulation du S$T6dépendante de la
phosphorylation avec I'intervention de TagF qui éctpe le recrutement de ClpV via Fhal
(Silverman et al, 2011). Mais pour linstant le signal déclenchede cette voie est
indéterminé.

Ces deux systemes, SST3 et SST6-1, sont respeetivdmsignature d’une virulence
aigué et d’'une infection chronique. Leur expressish colteuse en énergie a la bactérie et
c’est pourquoi ces deux systémes sont interconmedd@s des réseaux de régulation tres
complexes, sur plusieurs niveaux et qui sont |davalr été entierement déecryptés pour le

moment.
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Objectifs de ma these

P. aeruginosaest une bactérie ayant une redoutable capacitiaptation a son

environnement grace a ses difféerents réseaux delaté&m. Il reste encore

beaucoup a découvrir sur ces réseaux, notammeRrtrégulant I'expression des

facteurs de virulence, leurs interconnections ajus les différents acteurs qui les

composent.

Le fil conducteur de ma these était I'étude dédintes cascades de régulation

des facteurs de virulence du pathogene opporturisteaeruginosaet, plus

particulierement, le décryptage des voies de réignlau SST3 et du SST6-1.

L’'analyse de cette régulation est divisée en @mproches :

Tout d’abord, dans le but de trouver de nouvell@igs/ de régulation et/ou de
nouveaux acteurs dans des voies partiellement esnrjiai developpé une
méthode originale. J'ai effectué un criblage hathitd de chimiothéques, en
partenariat avec la plateforme de Criblage des tlié&s Bio-Actives (CMBA)

de lInstitut dans le cadre d'un programme FINOWur rechercher des

signaux capables de moduler certains facteursrdiemce.

J'ai construit une banque de mutants de la souch®1F obtenue par
transposition. A l'aide d'un double crible, jai psélectionner des clones

intéressants présentant un défaut d’expressiorsdia.S

Enfin, j'ai étudié la voie de régulation Gac/Rsmslde contexte d’une souche
CF, la souche CHA. En effet, ces souches qui gergislurant des années dans
les poumons accumulent des mutations plus ou mibétgientes dans des
régulateurs des facteurs de virulence ce qui pedifrer le profil d’expression
de ces facteurs et re-définir la virulence globaRour illustrer ce fait, jai pu
réevéler le défaut de régulation conduisant cetigclse CHA a exprimer des

facteurs de virulence de type « aigué » dans utertind’infection chronique.
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Résultats et Discussion

I- Recherche de bio-activateurs

A ce jour, il reste encore énormément d’inconnuexernant la régulation du SST3 et
des SST6 chezZ’. aeruginosa Généralement, afin de trouver de nouveaux él&nent
régulateurs ou des chainons manquants, deux ag®gomt envisagées.

La premiere, que l'on peut qualifier de « dirigéestapplique quand un gene est
fortement pressenti comme ayant un role a joues tlarégulation du facteur d’intérét. Cette
meéthode consiste a muter directement ce géene ealgsar son ou ses phénotype(s) sur la
fonction de virulence étudiée de la bactérie.

Par contre, lorsqu’il y a peu de documentationlawascade de régulation du facteur
de virulence étudié ou qu'on recherche de nouvelleies, une méthode globale de
mutagenese « aléatoire » est pratiquée. Les msusplus intéressants sont ensuite validés
et caractérisés. C'est par cette approche queétpdateurs globaux RetS et LadS ont été
découverts (Goodmaat al, 2004, Ventreet al, 2006).

Dans le cadre de ma these, jai souhaité développeméthode originale permettant de
rechercher a la fois des genes et des moléculralsigipliqués dans les cascades de
régulation deP. aeruginosagrace a une approche de criblage a haut déhitesdiune
mutagenese aléatoire (Figure 24). En effet, ermloohation avec la plate-forme de criblage de
biomolécules actives (CMBA) de I'lnstitut iIRTSVaj’ mis au point un test de criblage de
molécules sur des bactéries contenant des fusamportrices, afin de trouver des molécules
capables d’activer des voies de régulation déjatifikes ou de nouvelles voies. L’avantage
de cette approche est que toutes les molécules ayaeffet négatif ou délétere sur la
croissance ne sont pas retenues. Dans un deuxaéenps,tles molécules activatrices devaient
étre utilisées lors d’'une mutagenése aléatoirésiEa en leur présence, afin de déterminer les

eléments régulateurs des voies activées.
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Criblage a haut débit

Chimiotheque

Fusions ) ; = _Hit?‘
promoteurs d’intérét . o) primaires
:OOOO£ ) Criblage
Utilisation des molécules == i8oooooooo888 secondaire
pour activer et h Test RS,
caractériser les voies de dose-réponse ﬁoooooooooooo
régulation Hits

secondaires

Figure 24 Les différentes étapes du criblage a haut débit

1- CHOIX DES PROMOTEURS

J'ai choisi de me concentrer sur trois facteursvdelence: le SST3 (avec le
promoteumpexo$, les SST6 (avec les promoteurs des gémeKPA008), hsiA2(PA1656 et
hsiB3 (PA2365 localisés respectivement dans les loci HSI-I, -HHSt HSI-11I) et I'opéron
magABCDHEPA4492-449% Cet opéron est étudié au laboratoire et code giog protéines
dont MagD, une protéine « macroglobuline-like » sgiiait impliquée dans la virulence e
aeruginosa (Robert-Genthoret al, 2013). L'opéronmag et le SST6-1 étant co-régulés
négativement par RetS et RsmA, il nous semblaitinet d’étudier la régulation du
promoteurpmag (Brencic and Lory. 2009). De plus, les SST3 et &$Tetant inversement
régulés, leur utilisation me permettait aussi deheecher tous les signaux d’activation
possibles qu’ils soient percus par RetS, LadS, GacSout autre senseur de la bactérie

impliqué dans cette régulation.

2-FUSIONS ET PLASMIDES

Des régulations transcriptionnelles et post-trapgonnelles jouent un réle majeur dans
I'expression des facteurs de virulence que noudiéts (voir partie régulation de la virulence
dans lintroduction). Afin d’étudier ces régulatgn’ai donc utilisé deux types de fusions :
des fusions transcriptionnelles qui permettentdlgse de la régulation transcriptionnelle et
des fusions traductionnelles pour I'analyse de dgulation post-transcriptionnelle. Les

fusions ont été créées soit sur des plasmides ratifsg tels que miniCTX (fusion
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transcriptionnelle) et miniTN7T (fusion traductiaiie), soit sur le plasmide réplicatif

plA101 (fusion traductionnelle).

3-SOUCHES

Les souches dB. aeruginosapeuvent posseder des réseaux de régulation de leur
facteurs de virulence différents car elles ne piesEpas le méme génome « accessoire »
(Klockgetheret al, 2011). De plus, des mutations peuvent altéreréseaux comme cela a
été observé dans les souches PA14 (Radtnaé, 1995) et CHA (voir partie 3 des résultats).
Ainsi, deux souches d’origines différentes ont élwisies pour les tests: la souche CF
mucoide CHA présentant un SST3 trés actif et paspdéssion de son SST6-1, et la souche
non mucoide PAQOL, issue d’'une blessure et ayanbonee expression de ses SST3 et SST6-
1. CHA a donc été exclusivement utilisée pour Béetwdu SST3 tandis que PAO1 a servi a
'analyse du SST3, des trois SST6 et de I'opéray L'emploi de ces deux souches devait

permettre de multiplier les chances de trouveragéisateurs positifs différents du SST3.

4- GENES RAPPORTEURS

Dans le but de mieux comprendre les mécanismesrdience des bactéries Gram
négatives multi-résistantes, de nombreux activatetrsurtout inhibiteurs des facteurs de
virulence de ces bactéries ont été recherchésera@rks années par une méthode de criblage
de molécules. Le tableau 2 illustre les principaiédes et genes rapporteurs privilégiés par

les chercheurs.

Tableau 2 Principaux criblages de chimiothéques efttués récemment

Fonction Cible du Geéne molécules . - . Taille de la banque L
o . ! Pathogene étudie . Publication
ciblée crible rapporteur recherchées et hits retenus
Quorum LasR f Inhibiteurs et P aeruginosa 16000 (9 inhibiteury (Borleeet
Sensing gip inducteurs ' 9 et 14 inducteurs) | al., 2010a)
Systéme (Aiello et
de SST3 lux Inhibiteurs P. aeruginosa 80000 (5 inh)
i al., 2010)
sécrétion
Systéme (Panet al
de SST3 lux Inhibiteurs Yersinia pestis 70966 (4 inh) 2007) '
sécrétion
(Anthouard
Effecteurs ToxT ofp Inhibiteurs V. cholerae 63000 (3 inh) and DiRita.
2013)

Dans ce type de criblage, les trois genes rappsrtes plus utilisés sont :
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- lacZ (mesure d’activité de Ig-galactosidase)

- gfp (mesure de la fluorescence de la GFP)

- lux (mesure de I'activité de la luciférase par lumimeese)

Ces trois rapporteurs (Tableau 3) permettent desaliser aisément l'activation du
promoteur. lls donnent également la possibiliténdeiaturiser et de réaliser les tests en

plaque 96 puits.

Tableau 3 Principales caractéristiques des genespporteurs

Géne Mesure Miniaturisation ) . o
L _ Ajout de substrat inconvénient
rapporteur d’'activité possible
lacZ Point final oui Oui Colt des réactifs
Temps réel ) Auto-fluorescence des
ofp o oui Non | -
(cinétique) molécules et du milieu
Temps réel ) ) R o
luxAB o oui Oui Codt des réactifs
(cinétique)
Temps réel ) Non (synthésn vivo Synthése dépend du
luxCDABE o oui i ) i
(cinétique) du substrat) métabolisme de la bactérie

La différence entréuxAB et luxCDABE est que le premier opéron code uniquement
pour la luciférase bactérienne et nécessite dorapport de substrat, alors que I'opéron de 5
genes code a la fois pour I'enzyme et celles quilpisent son substrat (un aldéhyde). Il n'y a
donc rien a rajouter pour que la réaction se psmlet la luciférase (LuxAB) produit de la
lumiére par oxydation d'un aldéhyde en présenceFRENH, et d’oxygene. Par contre,
'inconvénient de ce dernier est que son activiteBsomme de I'oxygéne et FMNHSI une
et ainsi fausser le résultat du rapporteur (Chisal, 2009). C’est pour cette raison que nous
n’avons pas retenlux comme rapporteur.
Nous avons privilégié la GFP, malgré le problemeutb-fluorescence possible du milieu de
culture et de certaines molécules, car son avargsgque la fonctionnalité des fusions peut
étre aisément testée sous microscope et que Bdictivpeut étre suivie en temps réel, par
fluorimétrie au fluorosKan.

Nous avons également utilisé le rapportEoZ car il est possible de mesurer en

plaque 96 puits I'activité par un signal luminedcen
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5-MILIEU

Pour la croissance de. aeruginosa nous utilisons couramment le milieu LB, et
notamment lors des études des SST3 et SST6. Ceper@amilieu présente une auto-
fluorescence qui peut géner les mesures de fluemesdors des cribles.

Pour nous affranchir de la fluorescence basale dieumLB, et nous permettre ainsi de
rechercher a la fois des activateurs et des ihilBtde nos systémes, jai réalisé différents
tests avec le milieu minimum M63. Malheureusemedans ce milieu minimum a base de
phosphate, nous avons observé une activation d@,§8dbablement due a une déplétion du
calcium par formation de phosphate de calcium uidel Le milieu M63 peut donc servir
uniguement a cribler des inhibiteurs du SST3. Conmoas recherchions des activateurs,

nous avons conserveé le milieu LB.

Il- Criblage de la banque Prestwfick

1- Mise au point

a) Mesure de l'activité des fusions SST3

Sachant qu’une régulation post-transcriptionneék@esce surexsA(S. Lory, non publié,
voir partie ARNs régulateurs de lintroduction)aij réalisé une fusion traductionnelle
pexsCEBR-lacZ sur plasmide intégratif miniTn7T pour avoir un escdirect a cette
régulation. Malheureusement, je n'ai jamais pu masune quelconque activité du gene
rapporteur avec cette fusion, et je n'ai pas tdfdatres constructions.

J'ai donc utilisé comme promoteur cible le proniotéu geneexo$S qui est régulé par
ExsA. Bien que le géne ne soit pas connu pour régelé directement au niveau post-
transcriptionnel (seulement indirectement via Exgf) réalisé une fusion traductionnelle
avec lagfp, portée par le plasmide plA101, qui s’est révdtgectionnelle (voir ci-dessous).
J'ai également construit une fusion transcriptidienpexoSlacZ, portée par un plasmide

intégratif (miniCTX).

+ Mesure de fluorescence (GFP) :
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J'ai analysé l'activité de la fusiopexoS-gfpdans différentes souches en quantifiant
I'expression de lgfp par cytométrie en flux. Le SST3 peut étre indi@itmaniére artificielle
par déplétion de calcium. La souche induite repriesenon témoin positif tandis que celle
dépourvue du facteur clé ExsA est le témoin négatiisi, jai pu comparer 'amplitude de

réponse face a l'induction (Figure 25A).

B &+
| —-== CHA-gfp NI
& === CHA-gfp Ind
- Mr
e -== PAO1F-gfp NI
\ lg === PAO1F-gfp Ind

PAO1Induit JJ
|

17 -
[=] lﬁ )
W | CHA Induit
g_ U (239.51)
J"‘W‘ i 'l' P”"" W}' 8 w‘*ﬁ .
m‘- ot .o - S —
F

Figure 25 Visualisation de l'induction du SST3 dans CHA et®¥. A/ Quantification de la GFPal
cytométrie en flux sur les souches CHA/plApexoS-gfp CHAAexsAplA10lpexoS-gfp et
PAO1/plA10pexoS-gfpToutes les souches ont été induites pendant 3hjpat de 5mM EGTA et@nM
MgCl,. B/ Quantification de la GFP par cytométrie enxflsur les souches CHA/plA1p&xoS-gfpet
PAO1F/plA10pexoS-gfpen conditions induites (Ind) ou non (NI). Dans ARt les valeurs indiqué

représentent I'intensité moyenne de fluorescenaghdque souche induite.

Nous observons que la fusigexoS-gfpest induite dans plus de 80% des bactéries
CHA. Comme prévu, la souche CH&xsA est insensible a I'induction, les géenes du SST3
n'étant pas transcrits. Concernant PAO1, la fupexoS-gfpest induite dans seulement 25%
des bactéries et présente un niveau d'inductiire fois plus faible que celui observé dans
CHA. Cette existence de deux sous-populations ¢(@pendant a l'induction, l'autre pas)
observée avec CHA et surtout PAO1 illustre le pheégiee de « bistabilité » observé dans une
population bactérienne et déja rapporté avec cen@ieurpexoS(Urbanowskiet al, 2007);
(Rietsch and Mekalanos. 2006). Cette bistabilitgeddrait de fluctuations stochastiques qui
déterminent deux états cellulaires différents edgam ainsi deux sous-populations
bactériennes distinctes (Dubnau and Losick. 2006).
La fusionpexoS-gfprépondant tres mal a I'induction dans la souch@®ZP, je I'ai donc testée
dans la souche PAOL1F, une souche PAOL qui a @étisginée pour son fort SST3 (Bleves

et al, 2005) Et en effet, nous observons que la fusion esv@etpar déplétion en calcium
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dans 78% de la population PAO1F, avec une intedsitduorescence diminuée de moitié par
rapport a celle mesurée dans CHA (Figure 25B). d@mc deux souches réceptives a

'induction et une fusion traductionnellpgxoS-gfpopérationnelle pour le crible.

+ Mesure de I'activitg-galactosidase (LacZ)

Pour tester la fusiopexoS-lacZje me suis servie du test classique développdigar
Miller pour mesurer I'activité3-galactosidase. J'ai utilisé 'ONPG comme subsétafai
mesuré I'absorbance du composé coloré résultatiactévité de 'enzyme. Comme pour la
GFP, jai réalisé ce test en conditions induitesat induites du SST3 en me servant de la

souche CHAexsAcomme contrble négatif (Figure 26).

6000 - @ PAOLF NI
@ PAOLF Ind
5000 - <
T O CHA NI
4000 - O CHA Ind
B CHADexsA NI
3000 @ CHADexsA Ind

2000 +

1000 -

Activité [-galactosidase (UM)

souches

Figure 26 Forte activité de transcription du SST3 dans GHAPAOLF. Mesure d’activit-
galactosidase de la fusion transcriptionneli®xoS-lacZ intégrée dans le chromosomeesd

souches CHA, CHAexsAet PAOLF. NI : non induit, Ind : Induit par 5mM E&/20mM MgCh

La souche CHApexoS-lacZen condition induite du SST3 présente une actifité
galactosidase dix fois plus importante que cellsurge en condition non induite. L'induction
depexoS-laczst plus faible dans PAO1F. Comme pour la fusiaductionnelle, je retrouve
la méme tendance : une induction plus forte deutaoh dans la souche CHA que dans
PAOL1F. Je possede donc une fusion transcriptiamfiefictionnelle entre un promoteur du
SST3 elacZ.

b) Mesure de l'activité des fusions SST6

J'ai réalisé pour les genes des trois SST6 uneorfusianscriptionnelle entre leur

promoteur etltacZ (mini-CTX-lacZ). Les génes du SST6-1 étant connus pour étre @ggul
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directement par RsmA, j'ai également réalisé ursgofutraductionnell@fhal-gfp mais elle

n'a présenté aucune activité.

+ Mesure de I'activitg-galactosidase (LacZ)

Pour le SST6-1, la fusion transcriptionnefphal-lacZ présentait une trés forte
activité dans la souche PAO1, qui était maximal@@ DO de 1,5 (Figure 27). Cette activite,
dix fois plus importante que celle mesurée das®lache PAKgfthal-lacZ(Brencic and Lory.
2009), est observée sans activation préalable tie part. Nous ne connaissons pas les
facteurs activant I'expression des genes du SST&ad,seuls des régulations négatives
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles été identifiees a ce jour (Bernaet al.,
2010). Avec une telle activité de transcriptionusime savons pas s'il sera possible d’activer
encore plus ce systéme au moyen de moléculessanible plus judicieux de rechercher aussi
des inhibiteurs du SST6-1.

Pour I'étude de la régulation post-transcriptiof;nelu SST6-1, nous possédions la
fusion traductionnellgpfhal-lacZ(Brencic and Lory. 2009t un contrdle physiologique, le
mutant AretS dans lequel l'inhibition post-transcriptionnell@ dRetS est levée. J'ai donc
mesureé I'activit§3-galactosidase de la fusion intégrée dans le chsome des souches PAO1
et PAOXNretS Les activités mesurées étaient trés faiblesuetiree différence n’a pu étre
observée entre PAOL1 et PAQ&LS (Figure 27). Méme apres avoir surexpritaéS dans
PAOL1 (une surexpression @@ Séquivalant a une délétion dety, je n’ai jamais observé de
différence d’expression de la fusion entre PAORAO1AretS Notons qu’une différence de
6 avait été rapportée dans la souche PAK, avewalears d’activités tres faibles, de I'ordre

de celles trouvées dans CHA (Brencic and Lory. 2009

1
1
— 1400 - o PAOL|! 20 -
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transcriptionnelle traductionnelle

Figure 27 Mesure d'activitéB-galactosidase des fusions transcriptionnelle ragtuctionnellepfhaliacz

dans lesouche$AO1 et PAOAretS UM : unités de Miller, DO : 1,5.
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J'ai essayé de trouver un moyen d'observer la adigm post-transcriptionnelle
s’exercant sur la fusion. Comme RsmA semble jouera stabilité des transcrits (effet du
mutant vu en transcriptomique (Brencic and Lory.02)0), jai modifié la fusion
transcriptionnellepfhal-lacZen me basant sur les propriétés du plasmide ati&gnini-
CTX-lacZ (Becher and Schweizer. 2000). Ce plasniiddusion transcriptionnelle possede
entre les sites de clonage de la séquence promaliiotérét et le gene rapporteur une
séquence particuliere qui, apres la transcriptionARNm, va former une structure tige-
boucle reconnue et clivée par la RNaselll. Airsitrhduction de I§-galactosidase n’est pas
affectée par la régulation post-transcriptionngjieé pourrait s’exercer sur la partie 5’ de

’ARNm (en bleu sur le schéma de la Figure 29).

= Fusion transcriptionnelle classique (Mini-CTX)

X [
Régulation post-

transcriptionnelle
% NP
(RBS) IL_(rBS) ARNmM

5 ORF H Rnaselll

— B galactosid

ase

= Fusion transcriptionnelle modifiee (mini-CTXRIII)

—‘i[nss]—w' fhal H Rt\TXé[II — RBS H 7l
% - 7\ _J

Figure 28 Représentation schématique des deux types de fusibisées dans
cette étude

Nous avons donc délété sur notre plasmide cetigeséq de clivage: ainsi, la totalité de
TARNm, codant notamment pour le rapporteur, peutbis une régulation post-
transcriptionnelle pouvant conduire a sa dégradatiGrace a cette modification, nous
observons une différence d’expression (facteur €)adfusion dans les souches PAOL1 et
PAOIAretS qui réflete la régulation post-tanscriptionnefiégative exercée par RsmA en
absence de RetS dans cette souche (Figure 29).

Pour étudier le SST6-1, je disposais donc de desionslacZ fonctionnelles : une

transcriptionnelle et une transcriptionnelle moglifé& ce stade, nous ne savions pas si la
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différence d’activité de 2 observée entre les sesdPrAO1 et PAQARetS avec la fusion

« modifiée » nous permettrait de cribler des mdesumpliquées dans la régulation post-
transcriptionnelle.

2500
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X2

PAO1

1500 1 EEE PAONRetS
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Activité B-galactosidase (UM)
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Figure 29 Mesure d'activité3-galactosidase de la fusion transcriptionnelle ri@glipthaldRlll-lacZ

intégrée dans le chromosome deschesAOL et PAOAretS UM : unités de Miller

Concernant les fusions transcriptionnellasZ classiques, avec les genesiA2 et
hsiB3 respectivement du SST6-2 et SST6-3, jai obtemsda souche PAO1 des activités
plus faibles que pour le SST6-1 (Figure 30). Eaté ces fusions dans le mutAngtS et pu
observer une augmentation de I'activitépihsiB3-lacZd’un facteur 2. Ceci est intéressant car
un effet de RsmA sur le SST6-3 avait bien été reppoear une approche transcriptomique
(Brencic and Lory. 2009). Mais le fait que cet effexerce sur la fusion transcriptionnelle et

non traductionnelle semble indiquer que RsmA agissde SST6-3 de maniere indirecte

PAO1
== ARetS

Activité B-galactosidase (UM)

phsiAZz-lacZ  phsiB*-lacZ

Figure 30 RetS régule indirectement le HSI-Nesure d’activité3-galactosidase d

fusions transcriptionnellesphsiA2-lacZ et phsiB3-lacZ insérédans le chromosome des
souched?AO1 et PAOAretS UM : unités de Miller
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c) Mesure de I'activité des fusions de la macroglaimili

La protéine MagD (macroglobuline-like) est codéeyagene localisé dans un opéron de
5 genes. Pour le moment, son role reste encordrdrdéais elle pourrait certainement étre
un nouveau facteur de virulence. Chez les eucaydtdemacroglobuline sert a piéger des
protéases. Etant donné que le géne de la macrdigiebest co-régulé avec le SST6-1 et
régulé négativement par RetS (Brencic and Lory.920[0ai trouvé intéressant de l'inclure
dans le test de criblage pour a la fois mieux cemgre la régulation de ce systeme et
augmenter mes chances de trouver de nouvelles deigxgulation.

J'ai donc réalisé des fusions transcriptionneligraductionnelle du promoteur de

'opéron aveclacZ Jai également construit une fusion traductiolenelvecgfp qui, tout
comme la fusiompfhal-gfp n'était pas fonctionnelle.

% Mesure de I'activitg3-galactosidase (LacZ)

La fusion transcriptionnellpmagA-lacZprésentait une activité de 200 UM, et la
fusion traductionnellpmagA-lacZune faible activité qui était comparable dans PA€D1
PAO1AretS (non montré). Donc, tout comnflal, alors que I'opérommag est une cible
directe de RsmA, une fusion traductionnelle ne demhbs étre affectée lorsque la régulation
post-transcriptionnelle est altérée. J'ai donc cpd# de la méme maniere que pthal en
modifiant la fusion transcriptionnelle portée pamlasmide mini-CTX-lacZ (délétion du site
de clivage par la RNaselll). En mesurant les @égvobtenues avec cette nouvelle fusion
dans PAO1l et PAQ¥retS (Figure 31), nous observons tout d’abord une awuggtien
d’activité de la fusion dans PAQIietS de cinq fois par rapport a celle mesurée dansPaO
une DO de 2. J'ai également remarqué que les @dietaient six fois plus fortes que celles

obtenues avec la fusion transcriptionnelle « atpgsh.
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Figure 31 Fort impact de la régulation pasanscriptionnelle sur la synthése de
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Comme pour le SST6-1, la fusion transcriptionngiledifiée depmag-lacZpossédait
une forte activitt méme sans induction (bien ols@es dans le mutatretS ; il y avait
donc deéja une forte transcription et il est probaf’'une sur-activation du systeme soit
difficile a obtenir. Par contre, nous pouvions sager de rechercher aussi pendant le crible
des inhibiteurs de transcription.

De facon intéressante, la différence d’activitépdegA-lacZmodifiée observée entre
PAOL1 et PAOAretS est plus importante que celle observéeflad (cing fois au lieu de
deux fois), et il semble qu’il y ait un plus granchpact de la régulation post-
transcriptionnelle. Cette situation a été retrouda@ers la souche PAK grace a une analyse de
micropuces : la différence de transcription en&renutant PAKArsmA et la souche sauvage
était de 1,9 pour le gérfeal et de 5,8 pour le génmaagA (Brencic and Lory. 2009). Ce
promoteur semblait donc étre adapté a I'étude tte geie de régulation.

Le tableau 4 est un tableau récapitulatif de toleg$usions testées qui précise lesquelles sont

exploitables pour le crible.

Tableau 4 Bilan des différentes fusions testées

Fusions transcriptionnelles _ _
. Fusion traductionnelles
(chromosomiques)

plA101pexoS-gfgplasmidique)
miniCTXpexoS-lacZ miniTn7TpexsCEBA-lacZ

SST3 -

dépendant .
(chromosomique)

SST6-1:miniCTXpfhal-lacZ plA101fhal-gfp(plasmidique)

miniCTXpfhaldRllllacZ miniTn7Tpfhal-lacZ(chromosomique)
SST6-dépenda

SST6-2 miniCTXphsiA2-lacZ
SST6-3 miniCTXphsiB3-lacZ

Macroglobuline miniCTXpmag-lacZ plA101pmag-gfp(plasmidique)

-dépendant miniCTXpmagiRllllacZ miniTn7Tpmag-lacZ(chromosomique)

Rouge : fusion non fonctionnelle, verte : fusiofidée et fonctionnelle
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d) Adaptation du test en plague 96 puits

« Mesure de 'activité GFP

La mesure des fusions avec le rapportgpise fait par cinétique : lecture directe de

fluorescence dans un fluorimétre (FluorosKan) ausdu temps.
< Mesure de I'activit@-galactosidase : IR-glo®

Etant donné que je ne pouvais plus utiliser laho classique ONPG pour mesurer
'activité LacZ de mes fusions, il m’'a fallu trouvein systeme de mesure d’activige
galactosidase en plaques. Ainsi, jai utilisé lacté B-glo® de Promeda qui permet
d’associer un signal luminescent a la quantitéfelgalactosidase présente dans le puits
(Figure 32A). Aprés avoir rajouté a la culture léaenne le réactif contenant un agent de
lyse, il suffit de lire la luminescence dans untdéec de plaque. Cette méthode semblait donc
bien adaptée au départ puisque, théoriquemens’effectuait en une étape.

Cependant, jai rencontré deux problémes : uneratdn du signal due a une trop
forte activité des fusions et un probleme de lysminplete des bactéries dans les puits. Par
exemple, je n‘observais aucune différence deiVdaétde la fusion transcriptionneljgexoS-
lacZ dans la souche CHA entre les conditions non iedetitnduite du SST3. Pour contourner
les deux problémes, jai testé différentes diluiale la culture bactérienne: au /110G
et 1/1000 (Figure 32B). Plus la culture était diluée, plusbfenais une différence
significative entre les deux conditions testéeféince similaire a celle obtenue avec le test
ONPG classique (Figure 26).

Les séries de dilutions manuelles posent un prabl@our I'utilisation def-glo,
puiqu’elles sont sources d’erreurs. Néanmoins, nausns retenu ce réactif pour les
promoteurs pour lesquels il n’y avait que des fusitonctionnelles avec le rapportdacZ
(SST6s epmag. Par contre, pour le SST3, comme nous avion$itéxcentre des fusions
avecgfp etlacZ, nous avons décidé de limiter les manipulationdeefaire le crible avec la
fusion traductionnellpexoS-gfpmalgré les problémes d’autofluorescence du mili€®) et
de certaines molécules. Recherchant essentielledesnactivateurs du SST3, les problemes

d’autofluorescence du milieu ne nous génaient pas.
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6-0-B-galactopyranosyl-luciférine B Fusion transcriptionnellpexoS-lacZz
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Figure 32 Utilisation duB-glo pour le cribleA/ Schéma des deux réactions enzymatiques conduss
dégagement de lumiére. B/ Mesure de l'actifitgalactosidase de la fusion transcriptionn@iéxoStacz

dans la souche CHA en conditions induites et ndiites du SST3 et a différentes dilutions

K/

< Détermination de la robustesse du test : le «sCorse

Pour savoir si je pouvais utiliser les fusions ¢antes pour le crible en plaque 96
puits, je devais d’abord déterminer leur « robiusstes Pour cela, je devais évaluer pour
chacune «le score z' » qui est une valeur permtetta juger la qualité de mes fusions pour
un test en simplicat (Zhargt al, 1999). Pour cela, deux contréles doivent étfenidépour
borner I'essai : un contrdle positif et un controgatif. La formule permettant de calculer le

Z' score est la suivante:

[(3x écartype du contrdle positif) + (3x écartypeabntrdle négatif)]
Z=1- Moyenne du contréle positif — moyenne dotcie négatif

Apres calcul du z’ score, il y a 5 possibilités :

Silez'=1,'essai estideal La bande de séparation est large

entre les 2 contrbles
e Sil<z>0,5 l'essai est excellent

e Si05>27>Qilya «essai double-» la bande de séparation est étroite

e Siz'=0, cest un essai de type « Oui /Nor>» pas de bande de séparation, les

deux conditions se touchent (toutefois, elles distinctes)
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e Siz'< 0, I'essai est impossible® pas de bande de séparation, superposition des
deux conditions (elles sont mélangées).

s SST3:

Pour déterminer le score z’' du crible de la fugperoS-gfpje voulais utiliser comme
contrble négatif le mutafexsA L’'inconvénient est que l'autofluorescence du eulLB est
telle qu'il n'y avait aucune différence entre lausbe non induite et le mutatexsA le
niveau basal de fluorescence étant déja hautaleonc pu borner I'essai qu'avec le contréle
positif (souche sauvage induite), limitant le czilal la seule recherche d’activateurs, ce qui
était tout de méme le but initial de I'étude.

J'ai donc déterminé le score z' de la fusipexoS-gfpdans les souches CHA et
PAOL1F. La Figure 33 présente les résultats obtenumesure de fluorescence apres trois
heures de croissance de la souche @dRdS-gfp(a gauche) et de PAOXexoS-gfp(a
droite) en conditions induites ou non du SST3. Avec unresebde 0,55, le test est possible
entre les deux conditions de CHwekoS-gfpPar contre, le score z’ obtenu avec PAOLF est
négatif. Malgré tout, la souche PAO1F a néanmoiés néaintenue pour le crible de la
chimiothéque car bien que ne répondant pas comm& &HEGTA dans ces conditions

d’activation, elle aurait pu répondre fortemeneéa&ines molécules testées.
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24

Z=-2,3

224

N

fluo (AU)

1,24

L
©

I
=)

[V R e R

« CHANI
= CHA Ind

3,2

3,14

w

n
©

Fluorescence (AU)
NN
N

n
o

+ PAOLF NI

R = PAOLF Ind

N
o

1 3
0 12 24 36 48 60 72 84 96

N
I

o
i
X)
N
bN

36 48 60 72 84 96
index of wells

Index of wells

Figure 33 Le crible est possible pour CHPétermination des « scores z' » entre CHA/plAi€oS-gffet
PAO1F/plA10PpexoS-gffen conditions induite du SST3 (Ind) et non ind(iNg

% SST6 et macroglobuline :
Comme je ne possédais pas de moyens d’induiradadription des genes du SST6 et
de la macroglobuline, j'ai utilisé pour borner messai un contrdle positif arbitraire (une

fusion d’'un promoteur d'un gene du SSP8rG, inductible a 'TEGTA et fusionné lacz?) et

comme contrdle négatif ma fusion traductionnpfleallacZ (niveau d’activité tres bas).

79



Concernant les SST6 2 et 3, des z’ négatifs onbldignus car les conditions de tests

ne devaient pas étre optimales pour ces deux sgstdme crible étant donc impossible avec

ces 2 fusions, j'ai poursuivi avec le SST6-1 enhkcroglobuline.

Pour ces deux systemes, jai tiré avantage du dag je possede des fusions

transcriptionnelles modifiées avec de trés fortetivikds pour a la fois chercher des

activateurs et des inhibiteurs de ces 2 systémiasi,Aai dilué mes échantillons au 1/1GD

la recherche d’activateurs et d’inhibiteurs foetsau 1/1000pour des activateurs faibles (il y

a une meilleure séparation a faddution qui peut permettre d’identifier des malézs non

sélectionnées a I dilution). Sur la Figure 34 sont présentés lesltéts obtenus avec les

souches PAQifhaldRlll-lacZ et PAOPbmagiRllI-lacZ aprés 3 heures de croissance en LB,;

les bactéries ont ensuite été diluées soit au 1/36@ au 1/1000avant la révélation ag-glo.

Nous pouvons donc utiliser ces deux souches eda@s dilutions pour cribler les banques de

molécules.
Fusions
o pfhal-lacZ | pmag-lacZ
Dilution
Z11:O,7
z1=0,3
(zone A)
1/106
z',=0,54
z',=0,5
(Zone B)
Z’3:O,73
1/100G6 7'5=0,7
(zone C)
pFhal*- lacZ (1/100e)
1000000
900000
800000 -
< 700000
g 600000 1 7m0 pG-lacz
§ 5000001 e A m pfhal*lacz
$ 400000 4
S oaooo{ " "R w ERTE ,fas ¢ pfhallacz
3 200000 R Lz,=054 ¢
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0 ® x d o ‘A
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Z'(1) : correspondant a la recherche d’activatéorts

Z'(2) : correspondant a la recherche d'inhibiteforss
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Figure 34 Le crible est possible pour le SST6-1 et la mdolmgine. Détermination des « score sz’entre

PAO1IpfhaldRlll-lacZ (pfhal*-lac) et PAOYmagAdRIll-lacZ avec comme contrdle positif PAO1/p&-lacZ (pG-

lac2?) et négatif PAOfithal-lacZ(traductionnellepfhal-lacd. Détermination du score z' avpthaldRlll-lacZ : mesur

de luminescence des fusions : pl&-lacZ(13000 UM),pfhaldRlll-lacZ (1000 UM) etpfhal-lacZ(8 UM)
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Les molécules a tester sont toutes conservées dan®MSO 100% a une
concentration de 10mM et utilisées a une concealtrdinale de 50uM, ce qui apporte 0,5%
de DMSO dans I'essai. Pour le crible, il a dontufaérifier que ce solvant n’altérait pas
l'activité de mes promoteurs, ni la croissance @s souches.

J'ai donc réalisé des courbes de croissance anhdsares d’'activité LacZ (Figure 35)
et GFP (non montré) et n'ai pas remarqué de diffée significatives en présence de 0,5%
DMSO.

Comparaison croissance (PAO1pmagA4RIiilacZ ) ] .
Comparaison activité (PAO1lpmagAZ4RIilllacZ )

0,900
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0,800 -
=
0,700 S z2s00
0,600 - e 2000
(T
0,500 —— No DMSO ke
o0 © v 8FAD1 No DMBO
a ——0,25% DMSO|| O . -
0,400 . o 1500 B PAD1 0,25%DMSO
/ 05% DMSO 3 0 PAO1 0,5% DMSO
0,300 4 ©
/ o 1000
A
0,200 ©
= 5
0,100 s 500
=1
Q
0,000 <
1h 2h 3h 4h 5h 6h
. N .
temps aprés lancement Mesures prises aprés 3h de croissance

Figure 35 Aucun effet du DMSO sur la croissance et l'ac@vites souchesest de croissance

d’activité p-galactosidase en présence de DMSO pour RAa@hAJRIII-lacZ.

< « Blank test »

J'ai ensuite pu réaliser un test controle dansctexlitions du « vrai » crible afin de
vérifier tous les paramétres en méme tenyss plaque témoin (Figure 36) comprend le
contrble positif (plus rouge), le contrdle négétifoins bleu) ainsi que les molécules a tester
(zone grisée). Elle permet de déterminer de nouleagore z’, le coefficient de variation,

I'écartype de chaque test ainsi que les valeursemuss représentant la valeur basale du
rapporteur sans activation.

Molécules Testees
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PAO1
CHA PAO1F pfhaldRll-lacz pfhaldrRlll-lacZz pmagdRlll-lacZ pmaddRlIIl —lacz
pexoS-gfp| pexoS-gfp (1/100) (1/1000) (1/100) (1/1000)
Valeurs
2,5 1,5 409000 106000 661000 248000
moyennes
unités UA (fluo) | UA (fluo) UA (lumi) UA (lumi) UA (umi) UA (lumi)

Figure 36 Représentation schématique de la plague wtesvaleurs moyennes de I'activité basal

chaque test. UA : unité arbitraire, Fluo : fluomsece, lumi : luminescence

o La chimiothéque Prestwi€k

Le CMBA a mis a notre disposition la banque Pretwdans le cadre d’une
collaboration FINOVI La « PrestwicR Chemical Library » renferme 1200 molécules
présentant une grande diversité de structures ghesiet d’activités pharmacologiques. Tous
ces composés sont déja commercialisés et ont dgacéte testés pour leur innocuité chez
’homme. Les différentes molécules sont consengé&8mM dans du DMSO et réparties sur
15 plagues de 96 puits. Cette chimiothéque poskadentage d’avoir des composés déja
caractériseés, ce qui en cas de touches positicdgefd’achat des molécules et la recherche

d’analogues.

2-Sélection des molécules

Le criblage primaire s’est déroulé comme suits: heolécules (10 mM) ont été tout
d’abord diluées au 1/20 dans du LB par le robotlayrate-forme et déposés sur une plague
96 puits a raison de 10ul par puits. Dans tous$sais, 90 pl de bactéries ont ensuite été
ajoutés dans le puits: les molécules sont donéel200 fois et en concentration finale de 50
UM ce qui apporte 0,5% DMSO dans le milieu.

Pour le SST3, les molécules ont été mises en cioavac les souches PAOLF et CHA
(90uL/puits, DO:0,1) en début de croissance sugyada et la fluorescence suivie pendant 4h.

Pour le SST6 et la macroglobuline, les bacténgsete remises en culture jusqu’a une
DO de 1,5 (environ 3h de croissance a 37°C en®Hens agitation a 300 rpm) avant de les
ajouter aux molécules, dans le but de suivre udeciion tardive pendant 2 h. A la fin des 2

h, jeffectuais a l'aide d’'une multi-pipette uneepriére dilution manuelle au 1/10puis une
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deuxiéme au 1/106@vant de révéler mes plaques avec le répatib et faire la mesure de
luminescence. Le seuillage a été fixé a un minindendeux fois la valeur d’activité basale.

A lissue du criblage primaire, 141 molécules ssotties comme hits potentiels sur
'ensemble des promoteurs et souches, soit 12% dhimiotheque. 68 molécules devaient
étre confirmées de nouveau car des erreurs de olatigms des plaques ont pu biaiser les
résultats. Par la suite j'ai effectué un criblageandaire sur un pool des 209 molécules sur
'ensemble des promoteurs et je n'ai retenu quelibediuit molécules qui étaient ressorties a
la fois au criblage primaire et au criblage secmeddrois molécules étant activatrices a la
fois pour PAO1F et CHA, cela donne un final de 1&@éuules sélectionnées pour la suite de
l'étude (15/141). L'ensemble du criblage a été affé sur deux mois et le schéma

récapitulatif (ci-dessous) en résume les grandagepdFigure 37).

1200 molécules

CHA PAO1LF PAO1 PAOL
pexoS-gfp pexoS-gfp pfhal-lacz pmagA-lacZ
Hits

32 46 32 31 primaires

N\ ! / .

209 molécules (141 hits
+ 68 molécules a confirmer)

(pool)
j 11 lf 2J5 secandaires

4 Jact 18 molécules

act act 2 inh finales

Figure 37 Bilan récapitulatif du criblageLes 18 molécules finales sont ce
communes au criblage primaire et secondaire PrestwAct: activateur, inh
inhibiteur

~

Voici un exemple de résultat (Figure 38) obtenurgel5ST3 avec PAO1F/plA1p&xoS-gfp

(mesure en point final de fluorescence). On noe qamme le montrait le score z’, il Ny a
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pas de séparation entre les controles actifs etiimaToutefois, l'isoetharine entraine une
augmentation nette de la fluorescence.

2,50

2,00 {

’

Isoetharine mesylate salt

4

1,50 WIA. AR A ‘“ . “ B Contréle Bio-inactif

¢+ B a Controle Bio-actif
Molécules
1,00 *

fluorescence (UA)

0,50

SST:

0,00 T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96

indexdes puits
Figure 38 Résultat obtenu avec le promoteur du SST3 sur FAGbntréle bio-actif

PAO1F/plA10pexoS-gfpinduit (5mM EGTA+20mM MgC), controle bio-inactif
PAO1F/plA10DbexoS-gfmon induite

3- Caractérisation des molécules

Une fois réduite a 15 la liste des molécules getege me suis procuré chacune d’elles
auprés de SIGMA Afin de valider les hits, j'ai réalisé :

- un test dose-réponse allant de 5 nM a 500 pddr s molécules activant le SST3,
j'ai effectué un double-test rapportelacZ etgfp, afin dem’affranchir du biais des molécules
auto-fluorescentes.

- j'ai également comparé en test dose-réponse plague les composés PrestWiek
leurs équivalents chez SIGMAdans le but de vérifier qu'il n’y avait pas de péshe de

dégradatiomles molécules achetées apres plusieurs cyclesndélation/décongélation.

% SST3: 7 molécules putatives (4 activateurs pouOPA + 3 activateurs en
commun pour CHA et PAO1F)

Tableau 5 molécules retenues comme possibles eirgadu SST3
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; Type de Active sur Active
Molécule$ Formule ) oaote | S
molécule CHA
Harmalol Alcaloide(produit
hydrochloride HO/QQN réglementé. non Oui Oui
dihydrate* N CH, testé)
NH, OH I
o N on Inhibiteur de la ' .
Topotecan* N _ ) Oui Oui
0 on topoisomérase
Tt Inhibiteur de Oui
Dipirydamole* o O o Oui
HN " O phoshodiestérase (1,5x)
‘CHZ Chiral
Oxytétracycline Dérivé de _
_ ) _ Oui (=) | Non
dihydrate tétracycline
Oui
Beta-Escin Surfactant Non
(0,5x)
Benserazide Oui (=
. Non
hydrochloride 1,25 x)
T W
Isoétharine - Jv ,
] Oui (=) | Non
mésysalte salt = ﬂ
H. .~ "‘\H -
o
“H
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A

Fluo (UA)

2 * symbolise les molécules autofluorescentegntre parenthéses sont indiqués les effets
mesurés des molécules par rapport a I'inductiordpplétion en calcium (EGTA), I'achat
de ce produit nécessitait une autorisation degig@goC’était srement une molécule auto-

fluorescente, donc je n’ai pas poursuivi avec elle.

- Test dose-réponse

Le fait que PAO1F présente plus de hits putatiie GHA et que seulement trois
molécules activaient les 2 souches de facon coritamte nous confortait sur le fait que la
différence de réponse des souches pouvait refléeréseaux de régulation différents.

Malheureusement, les trois molécules activant $sofupexoS-gffa la fois dans CHA
et PAO1F étaient des molécules auto-fluorescentasguées d’'une* sur le tableau). Je ne les
ai donc pas retenues tout comme deux des actigateuPAOLF qui présentaient un signal
anormal (pente anormale, résultat non montré). desx derniers composés (benserazide
hydrochloride et isoétharine mésylate salt) dormiaien beau profil dose-réponse avec la
fusion pexoS-gff{Figure 39) mais je n’ai pu reproduire cet effet avec ladngpexoS-laczZDe
plus, jai réalisé des westerns blots et pu obseque ces deux composés n'avaient aucun
effet sur I'activation du SST3 : en effet, la gti@nde trois protéines du SST3, PopB, PopD
et PcrV, synthétisées ou sécrétées dans le milewariait pas en leur présenére 39).
Ces molécules doivent certainement agir sur leadepr, la GFP, et augmenter sa stabilité

ou potentialiser son activité.

test dose réponse benserazide hydrochloride = B Test dose réponse isoétharine (PAO1F) —NiI
(PAO1F) o — 500 uM
—— 500
i 50 35 50 UM
' 5 uM S M
3] W 3 ——500 nM
——500 nM g —_50mM
2,5 ——50nM = 25 |
o 4 —5nM
——5nM I_—:’I_ -
21 s — | |—5s00pm 21 §; — — || —300mM
1,5 T T T T T T T T 50 pM - - 50 pM
S ® ® ® P & . O 5 pM L ‘ >PM
o o S P P P O 0
ps (min) NI : EGTA
tps (min)
C  PAO1FpexoS-lacz
PAO1FpexoS-lacZ
Benserazide hydrochloride Isoetharine mesylate salt
AL N
~ N 7 o
NI Ind 50 500 I+50 I+500 Ind 50 500 1+50 1+500
- - . — I
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Figure 39 Benserazide et Isoetharine semblent avoir un efat la GFP. Test doséponse ¢
PAO1F/plA10Dexos-gfpen présence de benserazide (A) et d’isoétharipé @fférentes concentrations. Nhor
induit, EGTA : Induit a 5mM EGTA/20mM MgGIRecherche d’activation du SST3 : Western-blots-BopB et
anti-PcrV sur les lysats bactériens de souches FAf@%0S-lacZn présence de benserazide (C)tsoétharin:

(D) a la concentration indiquée (en pM)

Pour vérifier cette hypothese, j'ai construit unsién entre le génielx1 codant pour
une ferredoxine et le géne rapporté&aaZ ou gfp que j'ai introduite dans le chromosome de
PAOLF. L'expression délx1 s’est montrée indépendante d’ExsA et de la conatom en
calcium (Elsenet al, 2010). En présence des deux molécules, jai lmbservé une
augmentation de fluorescence pour la fugpix1-gfptandis qu’il n’y avait aucun effet des
molécules supfdxl-lacZ Les deux molécules ont donc bien un effet suapgporteur GFP
indépendamment du promoteur. Elles pourraient #bilsder, ce qui pourrait expliquer

I'activation artéfactuelle du gene rapporteur (fFegdO).

Activité gfp de PAO1FpFdx1-gfp Activité lacZ de PAO1FpFdx1-lacZ

1,40 400

1,20 4

1,00 1 S 300 T T
2 L0 @ Clone 1 = T T
=2 0, 1 =
Y m Clone 2 > o Sériel
5 0,60 & 200
w )

0,40 2

2 100
0,20 <
0,00 - 0 T T
sans mol 50puM Isoeth 50uM Bense sans mol 50uM isoeth 50uM bense

conditions testées conditions testées

Figure 40 Benserazide et isoetharine ont un effet sur la BEEpendamment du promoteur. Mesure de
fluorescence et d’activit@-galactosidase des souches PAO1Fpigfdet PAO1FpfdxidlacZ en présenc
ou non de 50uM de benserazide (bense) ou d'isaéth@soeth).

« SST6-1 (4 activateurs potentiels)
Quatre molécules ont été identifiées (Tableaudpar dilution au /160t 1 au 1/1000

Tableau 6 molécules retenues comme possibles activateugsSdé-1 (malgré leur faible

effet d’activation)
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. _ . Benzethonium Ceftazidime
Molécule Alfacalcidol Cisapride

chloride® pentahydrate

Formule

Type de . . .
Métabolite actif de la Benzamide

molécule o o Surfactant (x1,8) Céphalosporine (x1,6)
@ vitamine D (x1,5) substitué (x1,2)
a

Dilution

de la (1/10(?) (1/10(?) (1/100(5) (1/10(?)
souche

®symbolisdes molécules ayant un effet sur la croissanceéhiaone @Les chiffres entre parenthéses

représentent I'effet d’activation mesuré des mdEspar rapport au niveau basal.

-Test dose-réponse

J'ai réalisé un test dose-réponse avec les 4bigifs depfhal-lacZ qui n’a donné
aucun résultat concluant (Figure 41). Ceci peutpdiguer par le fait que les touches étaient
toutes situées légerement au-dessus du niveau Dasplus, je me suis rendue compte que la
croissance des bactéries était favorisée en présntrois des molécules ressorties lors du
criblage (marquées par ufiedans le tableau). La valeur de luminescence ntagas été

rapportée a la Do, I'activité totale-galactosidase était ainsi légerement augmentée san
véritable effet sur le promoteur.

Test dose-réponse Sigma vs Prestwick (1/100°)

< m 50 uM
S 500 000
% 400000 as5uM
300 000 0500 nM
§ 200 000
@ 100 000 @ DMSO
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g Q/é' (4 o8 é\'b' Q/é\
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Figure 41 Test dose-réponse (mesure d’activifégalactosidase) paf-glo de la fusio

transcriptionnelle modifiéegpfhaldRlll-lacZ intégrée dans le chromosome RI&O1 en présence 38
molécules aux concentrations indiquées.



% Macroglobuline (2 activateurs et 2 inhibiteurs biels)

Quatre molécules ont été identifiées (Tableau Z)activateurs par dilution au 1/106t
1/10006 et deux inhibiteurs au 1/190

Tableau 7molécules retenues comme possibles activateimbibtteurs de 'opéromag

(malgré leur faible effet sur le promoteur)

Activateurs Inhibiteurs
molécules Tyloxapol Acide oxolinique Thimerosal Chlorexidine
TL I “j‘:‘ H-_H-_H
Mo AN [T R o
formules P o J
Type de Surfactant 4-quinolone Antiseptique Désinfectant
molécule (1,5 X) (1,2X) (1,5x moins) (1,5x moins)
Dilution de
(1/100) (1/2000) (1/100) (1/100)
la souche

Les chiffres entre parentheses représentent I'déféetivation mesuré des molécules par rapport au

niveau basal.

- Test dose-réponse

Concernant les molécules affectant I'expressiorpuag-lacZ les deux inhibiteurs

étaient en fait de forts inhibiteurs de croissaseas spécificité pour le promoteur. Le fait que
ces molécules soient ressorties uniguement poue ¢esion est surprenant puisqu’elles

auraient di affecter 'ensemble des tests, la saoise n'ayant pas été prise en compte.

Concernant les activateurs, seul le Tyloxapol areeffet tres faible sur le promoteumagA

(Figure 42) que je n'ai jamais pu reproduire maldierents tests réalisés en test ONPG

classique (non montre).
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Dose-response test Sigma vs Prestwick

(1/100e)

600 B 50 uM
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2 & 400 05uM
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molecules

Figure 42 Le Tyloxapol a un faible effet activateur amagA Test dosaéponse (mesure d’activ
[B-galactosidase) p@-glo de la fusion transcriptionnelle modifiG@magAdRlIli-lacZ dans la souche

PAOL diluée au 1/1G@&n présence de molécules aux concentrations idesqu

4- Conclusions

A l'issue de ce premier criblage, aucune molécideté obtenue mais nous avons tiré

les enseignements suivants :

+» Probleme de reproductibilité

Le criblage comportait trop de cibles, testéesieplicat pour chaque molécule. Le
fait de tester une nouvelle fois I'ensemble desmuteurs avec les hits primaires a donné des
résultats contradictoires. En effet, de hombreusekcules ont réagi avec des promoteurs
différents entre les cribles primaire et secondaiteméme ont changé d’action en passant
d’activateur a inhibiteur sur le promoteur testétt€ variabilité de réponse m’a contrainte a
exclure toutes les molécules ne conservant pagtaetible et la méme action lors des deux
criblages primaire et secondaire. Le score z’ it'@Rut-étre pas assez élevé pour garantir un
signal fiable dans ces conditions ou le seuillagé &op faible.

De plus, pour le SST6-1 et la macroglobuline, d& @’avoir réalisé deux séries de
dilution a la main a introduit un biais de reprotihitité de pipetage et de quantité de
bactéries transférées.

On ne peut pas non plus exclure la variabilitésdiibilité et de biodisponibilité des

composes testés dans ce crible.
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+»» Probléeme de seuillage

Le fait d’avoir une activité basale forte pour $&T6-1 et la macroglobuline nous
permettait certainement de cribler des inhibiteness nous a amené a retenir de nombreuses
touches a peine plus hautes que le contréle « DM$&ans molécules) comme activateurs
faibles. A la fin, il s’est avéré que toutes cedéuoles proches du seuil n'avaient aucun effet
sur le promoteur. La plupart des cribles séleciordes molécules (inhibitrices ou
activatrices) avec un effet 4 fois supérieur aicgdul’activité basale, ce que nous n’avons pas
obtenu.

+» Croissance bactérienne

Nous n’avons pas pris en compte la croissanceteche. Ceci n’a pas affecté le test
pour le SST3 car nous recherchions des activate®a contre, les genefhal et magA
étaient déja transcrits et les souches présentd@atune forte activité basale. La lecture au
B-glo ne tient compte que de la luminescence tahleette activité n'est pas rapportée a la

DO. Si la population croit, le signal lumineux ¢régalement et biaise la lecture.

+» Fluorescence du milieu et des molécules

L’auto-fluorescence du milieu utilisé pour le ceb(LB) a certainement empéché de
détecter de faibles activations pour le crible @1$ et surtout de le cribler en parallele pour
des inhibiteurs.

Pour la GFP, la valeur de fluorescence considéagtlé valeur finale au bout de 4h de
mesure de I'activité. Ceci a également introduitiais puisque je me suis retrouvé avec des
valeurs de fluorescence élevées mais des profiitiqgues anormaux (fluorescence élevée et
constante depuis le début, fluorescence décrossaiais toujours au-dessus du seuil de
sélection). Il me fallait donc vérifier chague sude fluorescence et ne pas me fier a la valeur

finale.

lll- Criblage de la banque Infarmafik

Avec nos collaborateurs du CMBA, nous avons déddécribler une deuxiéme
chimiothéque : InfarmatiR. Cette banque hongroise comporte 728 composésteuptures
tres variées (conservés a 10 mM dans du DMSO)uceaupvait favoriser la découverte de
bio-activateurs de mes trois systemes.
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1- Amélioration du crible

Forts de notre expérience du premier criblage,snavwons mis au point un test
beaucoup plus robuste pour éviter au maximum lgs-f@sitifs. Nous nous sommes limités
au test d’'un seul systeme, le SST3, avec utilisatie la fusionpexoS-gfp.Comme nous
recherchions des activateurs du SST3 et que neimnsague la voie Gac/Rsm était bloquée
dans CHA, nous avons retenu la souche PAO1F patnilie. Le score z' du test précédant
étant mauvais pour cette souche, afin de 'amélideedurée du test a été rallongée d’'une
heure (soit croissance en présence de moléculesitdbirheures). Dans ces conditions et en
retranchant la valeur de fluorescence du miliewald®lles des temps €t Ts, le score z’ était
de 0,6 (test realisable).

Les différences entre les deux cribles sont résardéss le tableau 8 :

Tableau 8Changements opérés entre le criblage Prestwigiatnhatik

Chimiotheques Prestwick ® Infarmatik®
Systeme(s) testé(s) SST3, SST6 et macroglobuline T3SS
Fusion (s) utilisée(s) pexoS-gfppfhal-lacZ pmagA-lacZ pexoS-gfp
Souche (s) utilisée(s) PAOL(F), CHA, PAO1F
robotisation partielle (2 dilutions manuelles) teta
Reproductibilité un test/ molécule (1 plaque) tteists / molécule (3 plaques)
Prise en compte de Non Oui, normalisation de la valeur de
la DOsoo fluorescence par la DO

Prise directe de la valeur de o
« Read-out » Différence de fluorescence | — To).
fluorescence au bout de 4h

2- Hits primaires et secondaires

Sur les 728 composés de la banque, six ont inchét augmentation de fluorescence au

minimum deux fois supérieure au bruit de fond :
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+« deux molécules sont ressorties sur les trois plaque
+ deux molécules sont ressorties sur deux des tiaigies
+ deux molécules sont ressorties seulement sur eale plaques

J'ai donc sélectionné ces six molécules pour uplage secondaire en « 5-plicats » sur une
plague. A la suite de cette vérification, je n‘anirmé que les molécules ayant déja réagi sur
les trois plaques lors du crible primaire : GL-04&9ec un effet correspondant a deux fois
celui de l'induction a 'EGTA) et GL-1395 (avec wgifet correspondant a 19% celui de
'EGTA et 1,5 x la valeur du Non Induit) (Figure 4Zeci nous conforte dans l'idée qu’un

test en triplicat est indispensable.

250

S 2001 0 GL-1395
s 150 mEGTA
=] 7 |
3 B GL-0410
LE L0O - ONI
k-]
R 50

0

Conditions

Figure 43 GI-0410 et GL-1395 ont un effet sur PAOf&X0S-gfpConditions induite (Ind)
non induite (NI) du SST3.

J'ai donc réalisé un test dose-réponse en présegaleux molécules : je me suis
rendue compte qu’elles n'étaient plus efficacesl@ssous de 50 uM. Par contre, je les ai
également testées sur CHA et bien que présentaniegere auto-fluorescence, jai constaté
un effet de GL-0410. De plus, les deux molécul&@aM semblaient potentialiser le signal

fluorescent d@pexoS-gfpbtenu en condition induite (Figure 44).
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luminescence /DO
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Activité -galactosidase (UM)

Figure 44 Test des composés GL-0410 et GL-1395 sur la soGth&. Mesure de fluorescencai
CHA/plA101pexoS-gfp.Contrdle non induit : DMSO, EGTAinduit par ajout de 5mM EGTA
20mM MgCh. Molécules testées a 50uM

N
3- Caractérisation de GL-0410 HoN NM

Ce composé est une amine portant la formule chienig-tert-butyl-imidazo[1,2-
a]pyridin-6-ylamine. Comme pour le criblage de hintiothéque Prestwick, jai réalisé
différents tests avec plusieurs rapporteurs potifiél’action de GL-0410 sur le promoteur
pexoSJai confirmé l'effet de la molécule a des concatbns plus élevées (500uM) sur des
cultures de PAO1BExoS-gfgen plagues ou en tubes (non montré). Par contréaij@btenu
aucun effet de la molécule sur les fusiqgmexoS-lacZet pexoS-lux,méme a de fortes
concentrations (Figure 45A). Il semblerait que eetivlécule agisse de nouveau sur la GFP
uniquement. J'ai testé I'effet de cette molécule IBuSST3 par western blots et je n’ai

remarqué aucune activation du SST3 en présencé. @2 Q.

A
6000 1 BPAOtFpBsLacz] B
5000 | B CHApBXoSLacZ PAO1FpexoSgfp o
4000
2,5
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2000 | 51'5
1000 2!
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! ‘m AN =R
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+50
Conditions Condition
C
D
PAO1FpexoSlacZ PAOIFpexoS gfp
NI ind 50 100 1450 1+100 NI Ind 50 100 I+50 1+100
S e | PopB |
—— PopD
Pcrv e -—

94



Figure 45 GL-0410 semble agir sur la GFP. Mesure d’'actiigalactosidase (A) ete fluorescenc
(B) des souches CH¥exoS-lacZPAO1RexoS-lacZet PAOL1FpexoS-gfpen présence ou non
différentes concentrations de GL-04R@cherche d'activation du SST3 : Westblots anti PopE
PopD et PcrV sur les lysats bactériens de soucA€xlPpexoS-lacZ (Cet PAO1FpexoS-gfD)
NI : non induit Ind : Induit

Tout comme avec l'isoétharine et le benserazide t¢sté la molécule GL-0410 sur
un autre promoteupfdx1,en utilisant la souche PAOffex1-gfp(Figure 46). Nous voyons
gue cette molécule entraine une augmentation fh@deescence: elle agit probablement sur la

stabilité ou l'activité de la GFP ce qui expliquerde fait qu’elle soit ressortie comme hit

avec la fusiorpexoS-gfp

@50 uM
@ 500 M

Fluo (UA)

GL-0410

molécules

Figure 46 GL-0410 a un effet sur la GFP indépendamment dmpteur testé. Mesure de
fluorescence de la souche PAO1Fpfdfh (croissance en plaques) avec ou sans le GL-0410
aux concentrations indiquées

HsC

4- Caractérisation de GL-1395 et analogues N

NH

De formule chimique 6-ethyl-1H,2H,3H,4H,5H-pyrrddef-c]pyridine-1,4-dione, le
GL-1395 est une cétone ayant un faible effet diatibn surpexoS-gf{19% de celui produit
par une induction a 'lEGTA). Son effet étant reprciible bien que faible, aprés concertation
avec le CMBA, nous avons décidé de tester direateses analogues, espérant ainsi obtenir
une molécule plus active. Nous avons donc commandeanalogues a GL-1395 (Tableau 9)

afin de les tester et voir s’ils possédaient detefctivateur plus important.
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Tableau 9Analogues de GL-1395

Noms des molécules Formules
\ O
(5112748) 6-methylfuro [3,4-c]pyridine-3,4(1H, SH)edie |
(5112754) 6-methyl-1H-pyrrolo[3,4-c]pyridine-3,4(ZH)- /Hi{*
dione sulphate i |N S
(9195742) 2-ox0-2,5,6,7-tetrahydro-1H-cyclopentaiiidine- . _
3-carboxylic acid -

Je les ai donc testés en duplicats a cinq coratenmis différentes: 500 uM, 50 uM,
5uM, 500 nM et 50 nM sur CHA et PAO1F contenaritiaon pexoS-gfp
Parmi les trois composés, seul 5112754 a eu uth ®ifePAOLF une seule fois a 50 pM.
L'effet était de 28% celui de l'induction par EGTRar la suite, je I'ai testé a 50uM sur
pexoS-gfppexoS-luxet pexoS-lacZ et’ai observé aucun effet de cette molécule analegue

les trois rapporteurs (Figure 47). J'ai donc abanécson étude.

Suivi de fluorescence de PAO1FplA101*pExoS-gfp cl ©

0,6
0,5

204 —N
—— Ind
3 0'3 i
E . 50uM
A - — Ind + 50uM

014> =z

Q

S
®

Q ) \\) O Q Q
) © B N \f') oy

temps (min)
Figure 47 'analogue 5112754 n'a pas d’ettet sur PAQI#gx0S-gtpSuivi de tluorescence de la sou
PAO1F/plA10PpexoS-gfpen présence de 50uM de 5112754. (Ind) : indudiorSST3 par EGT/A!
(NI) non induit

V- Conclusions générales :

Au terme de ces deux criblages, nous pouvons glire la simplification mais
egalement le renforcement du test par de nombremtraes ont permis de réaliser un
deuxieme crible trés robuste. Les deux moléculedadbanque Infarmatik sélectionnées

n'étaient pas des faux positifs puisqu’elles jootisur la GFP, le produit de mon gene
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rapporteur. Cependant, elles n’avaient aucun eftet mon promoteur d’intérét (SST3),
comme les premieres molécules retenues pour Posst(enserazide hydrochloride et
isoétharine mésylate salt). Ce constat met enfrilidorte susceptibilité de la GFP aux
différents composeés testes.

Le laboratoire dispose donc maintenant d’'un tesfopmant et robuste. Il pourra étre
testé sur des chimiotheques commela CNE (ChimjoineNationale Essentielle, 640
composeés) représentante de la diversité des 40@08cutes de la chiomiotheque nationale
mais aussi sur des banques plus vastes et avexbiles biologiques (surnageant bactériens,
sucres, composants membranaires de cellules etesaryo pour réaliser une approche plus
informée.

En plus de ce test robuste, I'enseignement tir&€efedeux criblages est qu'il faut
écarterlacZ des rapporteurs (nécessité de dilutions avdgzdio) et qu'il est trés important
d’effectuer un criblage avec préférentiellementxdaativités mesurées en méme temps afin
d’éviter les biais dus aux effets sur les rappogteda meilleure des combinaisons pour le
SST3 au vu de mes deux criblages, est l'utilisatioriB d’une souche a la fomexoS-luxet
pexoS-gfpCette souche a été réalisée au laboratoire. Gragee avérification d’activation
simultanée des deux rapporteurs, nous pourronstie#ieer les molécules agissant sur le

promoteur et non juste le rapporteur.
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Mutagenese
aléatoire
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|- Mutagenese aléatoire

Dans le but de manipuler génétiquement le génoroetien, les chercheurs ont tres
vite détourné a leur avantage les phages, plasmetd#ansposons naturels de ces bactéries.
Ainsi, des plasmides ont été manipulés afin de poules intégrer dans le chromosome
bactérien en utilisant des propriétés de phages :plasmide contenant un sit&tP
d’attachement d’'un phage va pouvoir s’intégrer #e attB d’attachement situé dans le
chromosome bactérien en présence de l'intégraseifigp@ du phage. Les transposons
permettent aussi la manipulation génétique. La gtup’insére de maniére aléatoire mais
certains ont un site d’insertion spécifique commdransposon Tn7, dont le sa&Tn7 est
localisé en aval du gémggmSdans le chromosome &e aeruginosgChoiet al, 2005).

La famille des transposons « mariner » a été détaichezDrosophilamauritiana
Ces transposons sont composés d'une séquence ADISGfpb contenant des séquences
terminales répétées inversées de 30pb. lls ontdprigté de s’insérer de maniere aléatoire
dans le génome (Robertson and Lampe. 1995) ets#igapd’'un promoteur forp{ac) qui peut
induire la transcription des génes situés en auait d’insertion. Si ces génes se trouvent
étre des activateurs ou des inhibiteurs du sys&owé, leur action sera alors mise a jour et il
sera possible de les identifier. Apreés transpasiéigatoire (un seul événement d’intégration
par clone), une banque de mutants est établiecpbige, et les mutants jugés pertinents sont
caractérisés. Pour cela, il suffit d’avoir un te&uel ou suffisamment discriminant pour
sélectionner les mutants intéressants. Ce testitsgoit par recherche de phénotypes, soit par
mesure de l'activité d’un gene rapporteur. Lesdpmsons « mariner » ne nécessitant aucun
facteur spécifique a leur hote, ils ont été utdipéur la création de banque de mutants aussi
bien eucaryotes que procaryotes (Hayes. 2003).

Cette technique de mutagénése aléatoire utilisemitrdnsposons mariner a permis la
découverte de nouveaux acteurs dans la virulensebdetéries ou dans linteraction hote-
pathogene. Ainsi, 'un des premiers a avoir réatisie démarche chd2. aeruginosaen
utilisant le transposofn5B22est George A. O'Toole: il a observé et retenurdatants de sa
banque défectifs pour la formation de biofilm eaqule 96 puits (O'Toolet al, 1999). Dans
le cas ou est étudié I'impact des mutations sugeme précis, I'expression de ce dernier est
suivie a l'aide d’'une fusion avec un géne rappartdinsi, le systeme a deux composants

PprAB influant sur la formation des fimbriae a étés a jour grace a une mutagénese
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aléatoire dans une souche exprimant la fupmpE-lacZ(Giraudet al, 2011). Le plasmide
suicide pBT20 contenant le transposon mariner «atinC9 » utilisé pour cette étude est le

méme dont je me suis servie pour réaliser ma badegueutants.

Dans le cadre de ma these, jai cherché a identifée nouveaux éléments régulant
I'expression du SST3. Pour cela, jai mis en ceuwme mutagenese aléatoire, apres avoir
appris la techniqgue auprés de nos collaborateurssaifiais et plus particulierement
Christophe Bordi, afin de découvrir des régulatelmst les genes étaient interrompus ou leur

expression induite par l'insertion des transposons.

1- Le transposon « mariner »

J'ai réalisé une banque de mutants par transpositiaide du transposon « mariner »
C9 porté par le plasmide suicide pBT20 (Figure €& plasmide est mobilisable et peut étre
transféré dan®. aeruginosgpar conjugaison tri-parentale en présence d’usnpide helper.
Une fois dans la bactérie, seul le transposonegjmet dans le chromosome et les clones sont

sélectionnés sur la base de leur résistance acalésgentamycine.

ter Plac

Mariner C9
Transposase

AmpR

Figure 48 Représentation schématique de pBT20, le vecteutrahsposon « mariner » C9. IRR et IRL:
répétitions inversées nécessaires a la transpogitidle de l'insertion : 1783 pb), GEntgéneaaClconfére une
résistance a la gentamycine pour la sélection e transformés, transposase C9 : code pouanagosase,
permettant la recombinaisdAtac: promoteur fort, ter : arrét de transcription.

2- Choix des souches

Afin de voir si je pouvais discriminer I'activitéeda fusionpexoS-lacZsur boite en
condition induites ou non induites du SST3, jatéedifférentes souches &e aeruginosa
contenant la fusion intégrée dans le chromosomer: &sa, je les ai étalées sur boite LB-X-
Gal ou LB-X-Gal + EGTA/MgCI (déplétion de C3), afin de visualiser I'activité de IB-
galactosidase : en effet, le X-gal est un substeatenzyme, qui une fois clivé, forme un
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composeé coloré. La distinction entre les clonesdd et bleus constitue le premier criblage.
Les souches testées ont donné les résultats ssiivant

- la souche CHA n’était pas idéale a cause deuleoiidie car il fallait attendre trés longtemps
avant de voir apparaitre la coloration des colanies

- la souche PAO1F, non mucoide, permettait ceagilblanc-bleu (Figure 49). Elle a donc

été retenue pour la banque de mutants.

Clones retenus:

LB + X-Gal

(pas d'induction) - blancs et lumi

- bleus™ et lumi™*

pexoS-lacZ/pexoS-lux

Figure 49 PAO1F convient pour le criblage blanc/bl@hotos représentatives de la comparaison de coddsur
colonies PAO1F et PAOXexoSlacZ sur LB+ X-gal + EGTA/MgCJ(méme région de la boite observée sur les
2 photos). Des colonies blanches sont encercléesugre. Représentation schématique du principeriblage

de la banque de mutants qui a été étalée sur dessHB + X-gal pour distinguer les clones de carge
différentes.

En plus de l'activit§3-galactosidase, un deuxiéme géne rapporteur an&gré dans

le chromosome pour éviter la sélection de fauxtgsginsertion du transposon soit en amont,
soit au sein du gérlac?) : il s’agit delux. Ainsi, j'ai réalisé une souche PAO1F contenant
les fusiongpexoS-lacZ/pexoS-Ipour générer la banque de mutants. Grace au deexgéne
rapporteur, une mesure de luminescence est efteenigplaque sur les clones sélectionnés
pour confirmer ou infirmer I'effet de la mutatio®i la mutation a bien un impact sur le
promoteurpexo$ il doit étre observé avec les deux rapporteueschs échéant, I'insertion
s’est faite dangacZ (clone blanc) ou devant son promoteur conduisash durexpression

(clone bleu foncé).

3-Mise en ceuvre

Des mutagéneses ayant déja été réalisées darmnidiions d’'induction du SST3 en
présence d'EGTA (Wt al, 2004), j'ai souhaité rechercher des élémentiwvatetirs du
SST3 en absence d’EGTA, c’est a dire en conditrmrsinduites du SST3. Cependdots
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de la mise au point du criblage sur boite, je me andue compte que la fuite du promoteur
pexoSétait suffisante pour induire une synthese etastwité 3-galactosidase et colorer les

clones. L'addition dans le milieu de calcium (inhtidn du SST3), n'a pas permis de diminuer
I'expression du géne rapporteur. J'ai donc décidésélectionner a la fois les clones bleu

foncé (activité3-galactosidase renforcée) ou blancs (activité hulle

Apres conjugaison triparentale, j'ai étalé ma hende mutants sur 72 boites de 135
mm de diamétre sur milieu sélectif contenant dgésatamycine et obtenu environ 150 a 200
clones/boite. Cela équivaut a environ 14000 clarrédsés, ce chiffre reflétant le nombre
d’évenements de transpositions survenus. Le gérdmmeAOlL étant de 6 264 404 pb, ceci
correspond a une insertion du transposon tous46s480 pb ; I'ensemble du génome était
assez bien couvert mais une couverture optimak@tagété de I'ordre d’'une insertion tous les
40-45 pb.

J'ai pu sélectionner 179 clones (dont 9 bleu fdripée j'ai testés pour leur activité
pexoS-luwen conditions non induite et induite du SST3.

Je n’ai pu confirmer les clones bleu foncé, caailaient une activit@-galactosidase
pexoS-lacZéquivalente a celle de la souche controle. Patreqiai pu identifier 4 clones
intéressants présentant une baisse importantevit@ates 2 rapporteuldacZ etlux dans les
deux conditions (non montré). Il s’agit des clores », « 25 », « W* » et « i ».

4- Perspectives : caractérisation des clones

Maintenant, il reste a localiser la zone d’insertidu transposon au niveau des 4
clones A, W, 25 et i. Pour cela la technique d®C&R semi-arbitraire », devra étre employée
(O'Tooleet al, 1999). Le principe en est le suivant : a I'aitien couple d’amorces dont une
est dégenérée (Tpn P1 et ARB1, Figure 50), une iprenPCR est réalisée dans des
conditions de température tres permissives afimgldier un pool de séquences de tailles
diverses. La deuxiéme PCR utilise les amorces TpoatlARB2 dont la séquence correspond
a une partie I’ARBL1 et sert a amplifier de mang@tes spécifique une séquence a proximité

du transposon (Figure 50).
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Figure 50 Principe de la PCR semi-arbitraif@) Un transposon (symbolisé par une double fleche)lg'est inséi
dans le chromosome de la bacté(ie) L'amorce ARB1 a une structure particuliére puistja’@possédeune
séquence de 4-5nt retrouvée enviohiaque 1 kb du génome, une séquence aléatoiree etdgruence spécifique
B. subtilis. Grace a cette séquence répétée tous les kb, oaitee@ava pouvoir se fixer un peu partoutlsugénome
y compris a proximité du transpos(c). Avec le deuxiéme jeu d’amorces, une amplificapgcifique est réalis
puisque I'amorce ARB2 correspond a la séquend®. daeibtilis.

Il faudra ensuite caractériser le phénotype desitamts et puis vérifier si I'insertion a
un effet pleiotrope ou non. Si leur effet est con8, il faudrait surexprimer ou déléter ces
genes pour voir si en conditions non induites, actezation du SST3 est observée.

Maintenant que nous avons mis en place avec sacéaboratoire la technique de

mutagenese aléatoire, nous pouvons envisager deercde nouvelles banques dans des

conditions de culture différentes ou de réaliserltinques dans d’autres souches.
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|- Etude de la regulation d'un isolat clinique : la
souche CHA

Alors que l'on est loin de comprendre I'ensembles deécanismes gouvernant la
régulation des facteurs de virulence de la souéference PAOL, il est apparu qu'il existe
des différences de régulation au sein des isolatisjees. En effet, la plupart des souches se
sont adaptées a leur environnement grace a dediongtau par acquisition de genes par
transfert horizontal, entrainant des différencessdieur virulence et leur régulation. Ces
souches ont pour caractéristique une taille de ménaus importante que celle de PAOL1 (6,2
Mb, Wiehlmannet al, 2007)). Ainsi, la souche PA7, isolée en Argemfoour sa résistance
tres marquée aux antibiotiques, possede un génente6dMb qui comporte 51 régions de
plasticité génomique codant en partie pour de nembgenes de résistance aux antibiotiques
(Royet al, 2010).

Les souches cliniques isolées de patients attdatmiucoviscidose (CF) subissent un
long processus appelé « adaptation CF » duramhdes ou années que dure l'installation de
la chronicité (Hogardt and Heesemann. 2010). Gefteogrammation de la bactérie est une
réponse aux conditions environnementales stressaetecontrées dans les poumons CF
(présence de ROS, d’antibiotiques, milieu anaérabieAinsi, dans les poumons CF sont
retrouvés une variété de clones présentant diffemrenotypes :

- mucoide (surproduction d’alginates) : la mucoidie 'n mécanisme de protection de
la bactérie contre les différents stress envirom@OS, limitation en oxygene et
nutriments, antibiotiques, forte osmolarité et gélshtation) (Matheeet al, 1999;
Bragonziet al, 2005)

- sessile (perte du flagelle et des pili de type B8yvenant résistant a la phagocytose

- expression diminuée des facteurs de virulence aifp®T3, SST2, élastase,
pyoverdine) au profit de I'activation du SST6-1

- émergence de « Small Colony Variant » ou SCV;w@&nts sont caractérisés par
des colonies de taille réduite sur boite, une ta@si® aux antibiotiques accrue et la
capacité a former des hyper-biofilms. Ils formeond une sous-population du biofilm

extrémement persistante qui peut « réverter » lsgmession des antibiotiques.
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- forte résistance aux antibiotiques due a des nwadifins des porines et a la

surproduction des pompes a efflux.

Cette diversité bactérienne au sein des poumonspi@Fient de I'accumulation de
mutations, qui touchent notamment des facteursedealation de la virulence (Smitt al.,
2006). Ainsi, une mutation dans le gemeicA est majoritairement responsable de la sur-
expression des alginates (voir plus loin). Les g dans le génepoN, requis pour
'assemblage du flagelle, sont majoritairement oespbles de la perte du flagelle (Kresse et
al., 2003). Le QS est lui aussi affecté par desatiarts dans le gene codant pour le régulateur
LasR, ce qui conduit a I'absence d’activation de pmpre régulon mais également de ceux
de RhIR et de PgsR du fait de I'organisation h@rigjue des trois systémes : ceci conduit a la
diminution de I'activité du SST2 et de la produntide pyoverdine et d’élastase (Hogardt et
al., 2007). Des études ont montré également quendeantshIR provoquaient des infections
aigués avec une fréquence diminuée de moitié pppora a la souche sauvage et
favoriseraient donc les infections chroniques (Silth et al, 2002). Des mutations dans le
geneexsAont été retrouvées : elles entrainent la pertadgtiotoxicité SST3-dépendante des
souches (Smitkt al., 2006).

En résumé, au début de la colonisation des pou@bn$a souche bactérienne est mobile
et présente un caractére virulent, et pendant ptatian CF, elle opére une transition: elle
devient immobile et affiche des traits de virulerbeonique (Figure 51).

Alginates B
B
Ol
.

Flagelle
PR QS inactif ﬂl_

fonctionnel F— B I 4

N

SST2
(protéases) /
v

h

Enzymes, S5ST6-1
(5572, 5573, ..) toxines, (SSTH, dlginate sessile...)
sidérophores

T

Type de virulence

Figure 51 Différentes manifestations de I'adaptation &Fle passage d'un phénotype virulent 3
phénotype chronique d'aprés Hogaedtal, 2010 B/ différents mutants rencontrés dans tasrpnsCF
étalés sur LB, A : phénotype normal, B : petit, ttanslucide, D : « ridé » , E : mucoide, F : odgub:
large, H : filiforme , | : hyper-pigmenté (Lujan &it, 2011).

La capacité dé>. aeruginosaa présenter des phénotypes trés variés est uabléri
atout pour la persistance de la bactérie dansdampns, chaque sous-groupe de bactéries
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réagissant differemment aux traitements antibiesquCette variété est renforcée par les
phénotypes hypermutateurs. En effet, dans le casaleches CF, différents phénotypes sont
rencontrés dus a différentes mutations causées autire par un gemsutSdéfectueux : SCV,
translucides, « ridés », mucoides, ondulés, larfigermes, hyper-pigmentés (Figure 51)
(Lujanet al,, 2011).

1-La souche CHA

La souche CHA a été isolee au CHU de Grenoble cimepatient atteint d’une
mucoviscidose sévere accompagnée d’une infectioonifue aP. aeruginosg Toussaintet
al., 1993). Lors du prélevement, ce patient souffdaiine maladie pulmonaire a un stade
avancé qui a fini par le tuer. Cette souche dety@eoO6 appartient au clone J, un des
groupes clonaux communs disséminé dans le monae @Miehlmannret al, 2007).

En collaboration avec I'équipe du Dr Sophie de Bewnn (IMM, Marseille), le
génome de CHA a été séquencé par la techniquemitlh Genome Analyser » et annoté par
Genostar (Montbonnot, Isere). Ce travail a étdséan parallele par I'équipe de Pr Burkhard
Tammler (Bezuidet al, 2013). Ce génome de 6 484 650 pb contient 5@0@eg 14 ilots de
pathogénicité. Elle présente 179 CDS spécifiqueSH&, qui ne sont retrouvés ni dans
PAO1, ni dans PA7, ni dans PA14 et LESB58. CependadA partage de nombreux ilts
génomiques avec LESB58 ; elle a également incorporeggéneaaCl lui conférant une
résistance contre les aminoglycosides.

CHA posséde une des caractéristiques majeuresodebes CF : la mucoidie (Delic-
Attree et al, 1996). Dans la majorité des cas, ce phénotypepide résulte d’'une mutation
dans le genenucA MucA est un facteur anti-sigma chargé de séogerestr facteur sigma

alternatif ¢22

, appelé aussiAlgU. Ce facteur ECF (ExtraCytoplasmic Functionguke
positivement la synthése des alginates. Grace gqueséage du génome de CHA, une
mutation dansnucAa été identifiée, entrainant le remplacement diduéalanine 5 par une
glycine dans la protéine MucA. Nous avons montré fumucoidie est bien liée a cette
mutation car lintroduction dans CHA d’une copie danemucA de PAO1 restaure un
phénotype non mucoide (Figure 52).

Toutefois, la souche CHA est tres étudiée pourrait tle virulence qui n'est pas
généralement associé a des souches CF : un SSEmémt actif (Fito-Boncomptet al,

2011 ; Aderet al, 2005 ; Dacheuet al, 1999).
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CHA
pJIN-MucA

Figure 52 La mutation dansnucAconduisant a la protéine Mugds est responsable du phénot
mucoide de CHAComplémentation de CHA par une copie du ganeAsauvage de PAOL, placé s
contréle du promoteupBAD du plasmide pJN105Visualisation sur boiteéPIA contenant 0,2
arabinose du phénotype mucoide de la souche sa@tdgépIN105 et de I'absence de mucoide
CHA/pJIN-MucA.

2-CHA : un isolat CF dépourvu de SST6-1

La présence de nombreuses especes bactérienneesigmmaimons CF implique une
compétition sérieuse entre elles et donc l'actoratdu SST6-1 (Raet al, 2011). Au
laboratoire, nous disposions d’isolats cliniquesdd&rentes origines, dont des souches CF
comme CHA que nous avons testé pour leur expreskioBST6-1. Pour cela, nous avons
cherché dans les lysats bactériens la présen@eptetéine Hcpl qui formle canal sécréteur
du SST6-1 (cf Introduction)Sur le western blot anti-Hcpl présenté Figure 53usn
remarguons que les différentes souches produisntdantités variables de Hcpl, LES400
et KK1 étant celles qui en contiennent le plus.f@gn surprenante, Hcpl est indétectable
seulement dans une seule souche, la souche CHA.

CHA est donc une souche clinique CF possédant Ti3 88s actif mais pas de SST6-

1 fonctionnel.

Souches CF
o
8 ~

< n = © e) N~ X
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Figure 53 La souche CHA ne synthétise pas Hcpl. Westernast Hcpl et anti
RpoA réalisé sur des lysats bactériens. RpoA gpretcytoplasmigque témoin de charge
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L’'absence de Hcpl dans CHA n’est pas due a uneabsie son gene, car grace au
séquencgage du génome, nous savions que le locu$ etBhportant 'ensemble des génes du
SST6-1 était bien présent dans le chromosome sleuiehe. Nous avons donc voulu savoir si
cette absence de synthese résultait d'un défatradscription des géenes ou d’'un défaut de la
régulation post-transcriptionnelle connue pour diat négativement le SST6-1 ((Brencic
and Lory. 2009), partie transition vie planctonique communautaire de I'introduction).

J'ai tout d’abord controlé dans CHA I'activité teamiptionnelle du promoteur dkal,
un des genes du locus HSI-I. J'ai mesuré I'actifitgalactosidase de la souche contenant,
insérée dans son chromosome, la fusion transamipgite pfhal-lacZet je I'ai comparé a
celle de la souche de référence PAO1 contenantlaarfusion. La Figure 54 montre que
pfhalest bien exprimé dans CHA, méme si c’est a unaniysus faible que dans PAO1. Par
contre, il n'y a pas de traduction dbhal dans CHA, puisque l'activit¢ d’'une fusion
traductionnellepfhal-lacZest nulle dans la bactérie, comparée a celle vbsaetans PAO1
(Figure 54).

Ces résultats indiquent que I'absence de SST6-& GafA était probablement due a

un défaut dans la régulation post-transcriptiornell

Fusions pfhal-lacZ

transcriptionnelle traductionnelle
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Figure 54 Défaut de traduction du SST6-1 dans CHA. Les gistmmes représentent la&sure d’activit
B-galactosidase des fusions transcriptionnelleagtutctionnellepfhal-lacZinsérées dans le chromosc
des souches CHA et PAOL. La mesure a été réaligge BO de 1,5, en triplicat.

3-Forte répression du SST6-1 par RsmA

La régulation post-transcriptionnelle s’exercantlsuHSI-1 fait intervenir deux petits

ARNSs régulateurs, RsmY et RsmZ, dont le role estétpiestrer la protéine RsmA qui régule
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négativement ses ARNm-cibles (voir partie ARNs taguurs de lintroduction). J'ai donc

mesuré le niveau d’expression de ces petits ARNss daHA au moyen de fusions

transcriptionnelles et pu observer qu'il était qoet nul comparé a celui de PAO1 (Figure
55) : il y a donc un défaut de synthése des p&RiNs régulateurs dans la souche CHA.

CHA PAO1

~—~ '
= 14000 | 5
2 1200 | i
Q i
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-= 8000 - E
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0 ; ; - ; ‘ :

curl () %ggm il () %«gmﬂ
RsmY RsmZ Bt RsmZ

Figure 55 Défaut d’expression des petits ARNs dans CHA. Meslactivité transcriptionnelle di

B-galactosidas

genes des petits ARNs dans les souches CHA et RAs@4formées avec le plasmide vide pMF
(contréle négatif) et les plasmides contenant lesofhs transcriptionnellegrsmY-lacZ(RsmY) e

prsmzlacZ (Rsmz).

La faible synthése des petits ARNs doit s’Taccompagiune surabondance de RsmA
libre, et par voie de conséquence, une sur-réprest ses cibles : ceci pourrait expliquer
I'absence de traduction des protéines du SST6-1.

Afin de valider cette hypothese, j'ai donc condtun mutant CHArsmAet analysé la
synthese de Hcpl par western blot. L’absence deARsitraine bien une augmentation de la
synthese et méme de la sécrétion de Hcpl dansuthesdCHA mutanteFigure 56A). Ce
phénotype résulte bien de I'absence de RsmA acawutant CHAArsmAest complémenté par
une copie desmA sauvage portée sur un plasmié® parallele, jai vérifieé I'impact de la
mutation sur I'activité du SST3 et observé que QA ne synthétise ni ne sécréte plus
aucune protéine du SSTEFigure 56B). La mutation du génesmA dans CHA inverse

completement I'expression du SST3 et du SST6-hdeliche.
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Figure 56 Inversion d’expression du SST6-1 et du SST3 dangnutant CHArsmA. A/Activité du
SST6-1, mesurée par synthése et sécrétion de Mégdtern blost anti-Hcpl et anti-RpoA réalisés de
lysats (Bac) ou des surnageants bactériens (SNyaashes indiquées. RpoA : témoia dharge. E
Activité du SST3. Western blots anti-PopB et amtiVPréalisés sur des lysafBac) ou des surnagea
bactériens (SN) des souches indiquées en conditativation du SST3 (déplétion de Va M :

marqueurs de poids moléculaire

4-Des masters régulateurs sans effets sur la voidRGaic

La balance entre facteurs de virulence aigué etnitpue est principalement régie par
les deux régulateurs globaux RetS et LadS qui otamtr de maniére opposée la voie
Gac/Rsm (voir parties RetS et LadS de lintrodutticAinsi, une délétion deetS ou une
surexpression ddS conduit a une augmentation de la sécrétion de HiGobdmaret al,
2004 ; Ventreet al, 2006). J'ai donc cherché a modifier I'expressitnSST6-1 dans CHA
en impactant I'un de ces deux master-genes. Alaesrgpus observons clairement dans la
souche PAOL1 l'effet attendu de la délétion rééS et de la surexpression dadS sur la
sécrétion de Hcpl, aucun effet nest visible dansduche CHA : I'expression du SST6-1
n'est pas rétabliKigure 57). Ces deux régulateurs ne sont donc pas respessadbl’absence

de RsmY et RsmZ dans CHA.
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Figure 57 RetS et LadS n'ont pas d’effet sur I'expression3&ir6-1 de CHA. Western blots anti-
Hcpl réalisés sur des surnageants bactériens delsesoindiquées. Pour la surproductilenLads, le
souches CHA et PAOL1 ont été transformées soit kevplasmide vide pBBR-MCS4 soit avec pBBR-
ladS qui portdadSsous le contrdle d’'un promoteplac.

5-Délétion dans le gergmacS

Il existait donc dans CHA un défaut dans la cascade régulation post-
transcriptionnelle qui devait se situer en avaR@¢S et LadS et en amont de RsmY et RsmZ,
c'est-a-dire au niveau du systéme a deux-compo&auS/GacA. C’est I'analyse du génome
de la souche CHA qui nous a permis d’expliquer loedge de la cascade de régulation. En
effet, la souche présente une délétion chromosamigud26 pb modifiant I'extrémité 3’ de
gacS et I'extrémité 5’ du genddhA localisé en aval. Cette délétion affecte donc non
seulement I'extrémité C-terminale de la protéine&#&que nous appellerons GacS*) mais
compromet aussi I'expression du gddbA codant pour la lactate déshydrogénase NADH-
dépendanteFigure 58A).

Du point de vue structural, la protéine putativec&®a de CHA présente une
modification de son dernier domaine, le domaine, Hpti est chargé du transfert du
phosphate au régulateur de réponse Gaggufe 58-B). Or, l'unique réle connu de GacA
phosphorylé est d’activer la transcription destpedlRNs RsmY et RsmZ, régulant ainsi le
taux de RsmA libre dans la bactérie (Brerati@al, 2009). Si la mutation dgacSentraine un

défaut d’activation de GacA, cela pouvait expligieedéfaut d’expression des petits ARNSs.

A gacS IdhA

426bp
PAO1

gacS*
CHA

112



B H293 D715 H859

GacS —f—— 1 N I
——— I

GacS*
™ ™ HAMP Transmetteur Receveur Hpt*

Figure 58 Une délétion de 426pb dans le génome de CHA affptS A/ Représentation schématic
de la délétion au niveau du gégecS de CHA. B/Comparaison des différememaines constituant |
protéines GacS (925aa) de PAO1 et GacS* (896aaHde

6- Rétablissement de la voie Gac/Rsm

Afin de confirmer lI'impact de cette délétion chrasomique sur I'expression des
facteurs de virulence de CHA, jai amplifié le gegecSde PAOL et je l'ai cloné sous le
contrdle du promoteysBAD porté par un plasmide que j'ai introduit dans CHAi ensuite
mesuré l'effet de ce géne sur I'expression destgpediRNs au moyen de fusions
transcriptionnelles. Sur la Figure 59, nous obsgsvque le gengacSde PAOL rétablit
I'expression de RsmY et RsmZ dans CHA a des niveaaxparables a ceux mesures dans la
souche référence PAOL.
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Figure 59 La complémentation pajacSde PAO1rétablit I'expression des petits ARNs RsmY et Rsdan:
CHA. Mesure de l'activitg-galactosidase des souches PAO1, CHA et CHA twamgfe avec le plasmide pJN-
gacs (+GacS). Les trois souches contiennent le plasmide vide pgd0P@ontrble négatif) ouesd plasmide
pMP220 portant les fusions transcriptionneffesmY-lacZ(RsmY) etprsmZ-lacZ(RsmZ).
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La complémentation est confirmée par le rétablissgndans CHA/pJbacSde la
production de la protéine Hcpl et la baisse deymtioh des protéines du SST3 (Figure 60).
De plus, la cascade de régulation est de nouveanectée aux master-genes puisqu’une
délétion daetSdans une souche complémentée CHAfmMEa maintenant un impact sur la
sécrétion des facteurs de virulence, comme nobséiwons dans PAO1 (Figure 60).

La délétion dans le géngacS de la souche CHA est bien responsable de la
surabondance (ou absence de titration) de RsmA tlans la bactérie, ce qui entraine une

forte répression du SST6-1 et une suractivatioB8U3.
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Figure 60 La complémentation de CHA par le gagacSde PAO1 rétablit I'effet de la mutation
AretS sur I'expression du SST6-1 et du SST3

A/Western blots anti-Hcpl réalisés sur des lygBimc) ou des surnageants bactériens (SN
souches indiquées. B/ Western blot anti-PopB, Rab et antPcrV réalisé sur des surnage:
bactériens (SN) des souches indiquées dans degiiocnad!’'activation du SST3 (déplétion de’Qa

7- Absence de GacS dans CHA

La déléetion chromosomique affectant la région 3’ déane gacS conduit au
remplacement des 48 derniers acides aminés deotaine par 19 autres, et donc a un
raccourcissement de son domaine Hpt, que nousapps|Hpt* (Figure 61A). De maniére
générale, les domaines Hpt sont constitués deeajhétices alpha de longueur variable (dont
une porte I'histidine conservée), formant un « tagampliquées dans l'interaction avec le
domaine receveur du régulateur de réponse loreadsfert de phosphate (Stoekal., 2000).

Le domaine Hpt* de GacS* possede toujours sondmgiconservée, sieége du phosphorelais,
mais une modélisation des domaines Hpt de PAOL pit He CHA, réalisée par nos

collaborateurs marseillais avec le programme « PyMQindique gu’il manque dans Hpt*
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une des quatre hélices caractéristiques de cesimesnéigure 61B). L'absence de cette

hélice manquante pourrait sGrement rompre un @geilentre les différentes interactions

hydrophobiques et électrostatiques qui stabilikertfagot ».

A 1
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Figure 61 La délétion de I'extrémité 3’ dgacSconduit & une absence de GacS* dans les membrde
CHA A/Alignement de séquences entre Hpt de PACApEt de CHA, I'histidine conservée est indiquée
une *, B/Modélisation des domaines Hpt de GacSAI®P(en vert) et igt* de GacS* de CHA (en bleu).
fleche montre I'hélicer manquante dans Hpt*. C/Western blot anti-Hcpliséaur de$ysats bactériens d
souches indiquées. CHA et CHAretS ont été transformées avec un plasmide mTN7T cogant e
domaine Hpt de GacS contenant soit son histidimservée (WT) soit une glutamine (mu@)Western blot
anti-VSV-G et antiOmp86 réalisés sur des lysats bactériens et dedraaes purifiees de PAOL et C
dont les génegyacSsont fusionnés en 3'avec une séquence codant pépitope VSVG .Omp86 témoir
de charge

Une étude a montré que le domaine isolé Hpt de GaeSait étre suffisant pour

interagir avec LadsS et ainsi rétablir la voie Latidis un mutarhgacS(Rouxet al., soumis ).
En supposant que GacS* puisse transférer son paiesphun domaine Hpt fonctionnel fourni
en trans j'ai introduit dans CHA un plasmide exprimanttdeidomaine Hpt natif de GacS de
PAO1, soit un domaine Hpt muté incapable de traesféin phosphate, son histidine
conservée étant remplacée par une glutamine. Adeuces deux domaines n’a modifié
I'expression SST3/SST6-1 des souches (Figure 61C).

Cette absence de complémentation « osée » potralté® a une absence de protéine
GacS*. J'ai donc recherché sa présence dans CHAlidyp@sant pas d’anticorps anti-GacsS,
une étiquette VSV-G a été placée en C-terminal ptegéines de PAOL et de CHA, en
modifiant directement le géne chromosomique. Lagmée de ces protéines taggées a éte
vérifiée dans les membranes des deux souches.dtéing GacS-VSV-G est bien présente
dans les membranes de la souche PAOL. Par cootis, mavons pas détecté de protéine
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GacS*-VSV-G dans CHA (Figure 61D). Apres vérificatipar RT-PCR (non montré), nous
avons pu observer que '’ARNm est bien présentuetlg délétion de 426 pb n’entraine pas
une instabilité conduisant a la dégradation de N&Rce qui aurait pu expliquer I'absence de
GacS*. Ainsi, la modification du domaine Hpt ent&i probablement une instabilité

conduisant a la dégradation de GacS*.

8-Impact phénotypique de la delétion dayaSou IdhA

ou les 2 genes

Dans la plupart des cas, les mutations qui s’opederant une colonisation durable
des poumons des patients atteints de mucoviscwm¥eérent a la bactérie un avantage pour
persister et s’'imposer dans la niche (adaptation). GPuelles sont les principales

caractéristiques de la souche CF CHA et I'impaateatée délétion sur sa virulence ?

a) Virulence SST3-dépendante

Nous avons vu que CHA est une souche tres cytaiexigr elle posséde un SST3 tres
actif (Dacheuxet al, 1999). C’est I'une des seules souchesPdaeruginosacapable de
survivre a une attaque de leucocytes et de legptareoncose grace a son SST3 (Dachetux
al., 1999 ; Dachewet al, 2001). Un mutanfiexsAdépourvu de son SST3 présente une
virulence aigué trés amoindrie dans un modéle editibn pulmonaire de souris (Ader al,
2005).

Par western blots, nous avons observé une baisse wte absence de protéines du
SST3 dans les souches CHA/g#HdSet CHAArsmA (Figure 60 et 56). Nous avons voulu
savoir quel en était I'impact sur la cytotoxicitdors que CHA entraine 80% de cytotoxicité
sur des macrophages J774 apres 3 heures d’'infdEiigure 62), le mutarirsmAest quant a
lui complétement non cytotoxique. Ceci est en at@wec |'effet observé sur la production
des protéines en Western blot (Figure 56). La se@HA complémentée par le gégacSde
PAOL1 est moins virulente que la souche sauvagessepte une cytotoxicité similaire a celle
de PAOL1 (50%). La mutatiofiretS n’affecte pas la cytotoxicité de CHA sauf si lacade a

éte rétablie, au préalable, par complémentatida deuche avec le gegacS
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La mutation dansgacS permet donc a CHA davoir un SST3 tres actif, qui
probablement échappe a l'effet répressif exercélpdS dans des conditions d’infections

chroniques.

Test de cytotoxicité
90 -
80 -
70
60 -
50
40 -
30
20 -
10 -

(% de cytotoxicité)

Figure 62 La complémentation pgracSa un impact sur la cytotoxicité SST#ependante de CHA. T
de cytotoxicité sur macrophages J774 réalisé assduches indiquées a une Miel5. La mesure a ¢
réalisée trois heures aprés infection.

b) Production d’exopolysaccharides

P. aeruginosagroduit trois sortes d’exopolysaccharides (EP$) spnt les Pel, les Psl
et les alginates (voir partie exopolysaccharidassdantroduction). Etant donné que CHA
surproduisait les alginates, j'ai cherché a sasoila souche produisait également les deux
autres EPS, qui sont nécessaires a linitiationd@weloppement et au maintien du biofilm
(Colvinet al, 2012 ; Maet al, 2009). Une maniére de détecter leur présenaeasiesurer la
capacité de la souche a former des biofilms adifate air-liquide, ce type de biofilm étant
considéré comme dépendant de Pel (Friedman andrkaQ04).

Figure 63, nous observons que CHA est incapabléodeer ce type de biofilm,
suggérant que la souche ne produit pas de Pel. &é@n accord avec les études qui ont
montré que les ARNm des gened et psl sont les cibles de la régulation négative de RsmA
(Irie et al, 2010 ; Brencic and Lory. 2009). Nous avons pasamontrer qu’'un mutant
CHAArsmA et les souches CHA et CetS complémentées pagacS produisent des

biofilms a l'interface air-liquide, formant ces aaux colorés au cristal violet sur le support.
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CHA CHAAretS CHAArsmA
T maes | T W -

-y | e

0,09 +/-0,05 0,46 +/-0,06 0,08 +/-0,04 1,19 +/-0,2 1.41 +/-0.11 0,77 +/-0,17
+ Gacs + GacS +RsSmA

0,5% arabinos

Figure 63 CHA ne forme pas de biofilm a I'interface air-lige. Test de formation de biofil
avec les souches CHA, CketS et CHAArsmA complémentées respectivement par pJN
GacS et pVLT-RsmA ou les plasmides vides (Réal&aé} Bordi).

Ainsi, la souche CF CHA bien que surproduisant algmates, ne produit pas les
exopolysaccharides Pel, et probablement pas lesldtsl synthese étant verrouillée par
RsmA.

c) Mobilité

P. aeruginosaest capable de se déplacer selon trois types tdit@alépendant de la
nature du milieu et des appendices extracellulaines en jeu. Le déplacement en milieu
aqueux se fait par « swimming » et fait intervelarflagelle. Les pili de type IV sont
responsables du « twitching » qui prend place ser surface solide (Rashid and Kornberg.
2000). Le mouvement de « swarming » a lieu sur suréace semi-solide et implique les
rhamnolipides en plus du flagelle et des pili deetyV (Kearns. 2010). Cependant, tous ces
appendices extracellulaires jouent également ua d@terminant dans la virulence Be
aeruginosad’ou l'intérét de voir leur fonctionnalit§voir partie facteurs de virulence
impliqués dans la mobilité dans I'introduction).

Contrairement a la majorité des souches CF qui eméerdeurs appendices
extracellulaires au cours de la reprogrammatiors das poumons, nous avons pu observer
que la souche CHA est mobile et capable d'utilses trois modes de déplacement (Figure
64). RsmA joue un rdle important car un mutant @A est fortement impacté dans sa
capacité a se déplacer en « swimming » et « twitchi(Figure 64A et B) ; ceci est en accord
avec les études montrant que RsmA active I'exppasdu flagelle et du pili de type IV, par
un mécanisme non élucidé a ce jour (Burrowesl, 2006 ; Brencic and Lory. 2009). La

souche CHA complémentée pgaicSvoit essentiellement sa mobilité de type « twitghb
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réduite, indiquant que dans nos conditions, latiélélegacSdans CHA semble favoriser la
synthese du pili de type IV. Or, les pili de typedemblent étre des adhésines essentielles au
contact avec la cellule-h6te, indispensable paatiVité du SST3 (Sundin et al., 2002).

Alors que pour le Swimming et le Twitching, lesépbtypes des souches étaient trés
reproductibles, des phénotypes trés différentsr p@u« swarming » ont été observés, les
souches étant tant6t trés peu mobiles, tantot nrebiles et je n’ai pas pu dégager un
comportement clair. La souche complémentée CHApGméSentait cette méme variabilité.
Seul le mutant CHArsmA avait un phénotype reproductible sur toutes leitebaestées,
c'est-a-dire un swarming plus faible que celui obdeavec PAO1 (Figure 64Cet D). Le
« swarming » dépend de nombreux parametres, tels épaisseur des boites, humidité du
milieu, ce qui peut expliquer la faible reprodudiié et les résultats plus variables que jai
obtenu (Tremblay and Deziel. 2008).

\ /
I |
CHAArsmA \LCHA

\
\

CHABGaeS—

Figure 64 CHA posseéde les trois mobilitéBest de mobilités : swimming, (A) twitching (B} deux boite
de swarming (C et D) représentatives des difféeemebilités des souches PAO1, CHA, CiGacs
(complémentation chromosomique) et CAf8mMA
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d) Pigmentation

CHA présente une pigmentation différente de celePAO1, observée sur boite en
milieu PIA. Elle présente une coloration rose-maapearaissant tardivement et colorant la
gélose. L'élément responsable de cette coloratiom donc étre diffusible et subir un
processus d’oxydation. Sur PIA, le mutant GkigmA perd cette coloration, ce qui indique
que la production des pigments produits par CHA asttrolée par RsmA. La souche
complémentée CHApGacS présente un phénotype intgaired (coloration rose moins
marquée) mais linactivation deetS dans cette souche complémentée mmcS
(CHAAretSGacS) conduit a un phénotype similaire a RsmAste&edire la perte de la
coloration mauve (Figure 65). La synthése de cegments est donc normalement sous
contréle de la voie RetS/LadS/Gac/Rsm, qui est u#eqdans CHA dans le sens de la

production de ce pigment rouge.

CHApGacS

Figure 65RsmA régule la production des pigments dans CiBiférence de pigmentation ¢

milieu PIA entre les souches CHA, CAfssmA CHApGacS et CHAretSGacSapres une nt

a37°C.

Tout d’abord, nous avons pensé que le pigment nssjinbe de cette coloration « rose-
mauve » pouvait étre la pyomeélanine (Yabuuchi. J9Ea effet, ce pigment rouge-brun,
produit par 5% des souches CF, confére une résestan stress oxydatif et accroit la
persistance de la bactérie dans les poumons (RedriBojaset al, 2009). Mais la délétion
du génehpd responsable de la synthése de ce pigment, n'affexgé la pigmentation de la
bactérie (non montré); nous avons donc exclu deffthese et CHA ne fait partie des

souches pyomélaniqueB. aeruginosaa la capacité de produire différents pigments gui,
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plus de donner une pigmentation caractéristiquet avant tout des facteurs de virulence.
Ainsi, la pyocyanine est une toxine ayant des pétgs redox capable de générer des ROS et
de causer des dégats cellulaires. Elle donne adi@tie une coloration bleu-vert tandis que la
pyoverdine est un sidérophore lui conférant unetegiaune-vert (Laet al, 2004 ; Laursen
and Nielsen. 2004 ; Takaseal, 2000). Difféerentes études ont montré que Rsnudiledt de
nombreux génes impliqués dans la synthése de eespigments (Burrowest al, 2006 ;
Moscosoet al, 2011 ; Frangiparet al, 2013). Or, en plus de la pyocyaniRe,aeruginosa
produit d’autres phénazines, qui sont des métasolé noyau aromatique, dont: I'acide
phenazine-1-carboxyliqué?CA), le 1-hydroxyphenazine (1-OH-PHZ) (composage), le
phenazine-1-carboxamide (PCN), l'aeruginosine Auge). Ces pigments de couleur
différente et aux propriétés antibiotiques senarssi bien de facteurs de virulence (induction
d’apoptose) que de molécules signal (Maveddl, 2001; Mavrodet al,, 2013).

Il est important de déterminer la nature précise mlgments synthétisés par la souche
CHA ainsi que leur impact dans la virulence dedatérie. Pour cela, il faudrait réaliser une
extraction des phénazines par le chloroforme (igimosine, elle, reste dans la phase
aqueuse), puis une analyse par chromatographiehasepgazeuse afin de les identifier.
L’observation des mouvements d’expression des gpaesles analyses transcriptomiques
(comparaison CHA et CH&smA permettrait d’identifier les éléments impliquéand la

synthese des pigments.

e) Isolats de type « SCV »

Les « SCV » sont I'un des variants phénotypigessplus marquants retrouvés parmi
les isolats CF (Hausslat al, 1999). Sélectionnés au cours de la longue cedtion des
poumons, ils sont plus résistants aux antibioticqetesroduisent plus de biofilm, ce qui leur
confere une meilleure persistance dans les poulhong et al., 2009). De facon intéressante,
il a été montré que les mutamgfacSavaient tendance a générer plus de SCV que lebssuc
sauvages lors d'une croissance en biofiim. De pbasphénotype est stable car aucune
apparition de révertants n'a été observée apréstatément de ces SCV en absence
d’antibiotique (Daviet al, 2007).

La souche CHA étant naturellement dépourvue de Gaill'abord voulu savoir si
elle était capable de générer des clones SCV €Etsit le cas, si elle en générait plus que la
souche complémentée CHApGacS. Ainsi, j'ai réalicaCHA une expérience de production

de biofilm a Il'interface air-liquide, condition dant favorisant I'apparition de SCV. Apres
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une croissance en biofilm de 24h, j'ai récupéréblmstéries fixées au support et les ai étalées
sur boites LB. Jai pu ainsi observer plusieursneb phénotypiquement différents du
sauvage : de grosses colonies non mucoides (ebeereh orange, Figure 66A) mais surtout
des petites colonies rugueuses mucoides ou noou(ées en rouge, Figure 66A). Jai
sélectionné les petites colonies et les ai repspégsieurs fois pour tester la persistance des
caractéres « petit » et « mucoide ». Je n'ai pasreb de révertants pour les deux caractéres,
en accord avec les données publiées avec les mgtug(Davieset al, 2007).

A ce stade, jai conservé et caractérisé deux slonem » (pour petit et non
mucoide) et Pmuc, un clone petit et mucoide. Hdignt la capacité de « swimming » de ces
deux clones, j'ai constaté que la souche Pnm awetmobilité trés réduite par rapport a la
souche sauvage CHA (Figure 66B). J'ai poursuivcdaactérisation de la souche Pnm en
réalisant un test de formation de biofilm a l'ifiéee air-liquide : cette souche en produisait
beaucoup plus que CHA suggérant qu’elle peut predies Pel (Figure 66C). Pour voir si
cette production résultait d’'un effet sur RsmA, perifié I'expression et la sécrétion des
protéines du SST3 du clonarRpar western blots. Etonnamment, elle présentaisynthése
et sécrétion identique a la souche sauvage (FigeB). De plus, le clone Pnm n’exprime
toujours pas le SST6-1 (non montre). J'ai vérii€anfirmé par PCR que le clone était bien
toujoursgacS(-). Le SCV Pnm est donc un variant de CHA moinsbieoet capable de
produire des Pel mais ayant le méme profil d’exgesdu SST3 et du SST6 que CHA,
suggérant que RsmA est toujours surabondante igeaittest probable que I'expression des
genespel soit fortemement augmentée ce qui permettraithdipper au contréle négatif

exercé par RsmA.

C Test Biofilm clones SCV

357 @ CHA

@ CHA-Pnm

251 D CHA Pnm CHA Pnm

PopB

PopD
Pcrv

151

Absorbance 570nm

0,54

Sécrétion Svnthése

Souches
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Figure 66 CHA est capable de produire des S@YPhénotype « petit et non mucoideencerclé en roug
comparé a une taille normale et mucoide (encercliérange). B/Tests de « swimmingles clones sélectionn
CHA souche sauvage et CHAb (clone issu du biofilmpprésentant les mémes caractéristiques que CHvaga
C/ Test de formation de biofilm. D/Western blotigPopB, PopD et Pcr\des souches indiquées, en condi
d’activation du SST3 (déplétion enCra

Enfin, j'ai voulu déterminer la fréquence d’apparit des SCV dans CHA et voir si
leur apparition était plus fréquente que dans leclse complémentée pgacS Pour cela, jai
réalisé des expériences de formation de biofilmirgetface air-liquide avec les souches
CHA, CHApGacS$ et CHA-gacS-IdhAqui est la souche complémentée a la fois gawSet
IdhA (réinsertion dans le chromosome de CHA de la régierd26 bp de PAO1L). Aprés
étalement de 400 clones, aucun SCV n’a été obsergé la souche CHAaacSIdhA et le
pourcentage de clones SCV comptabilisé pour CHACEIApgacS était tres proche
(respectivement 3 et 1%). Aucune conclusion n'aépe tirée sur la capacité de CHA a
donner plus de SCV en biofilm sur cette expérience.

Il faut noter que les études publiées sur I'apjmarides SCV ont été réalisées sur des
biofilms constitués soiin vivo, soit en essai MBEC P&G (biofilm établi sur desqgté en
plastiques en plaques 96 puits), apres une craissin24-48h (Daviest al, 2007). Je ne me
trouvais certainement pas dans les meilleures tiondipour favoriser I'apparition de SCV
dans la souche CHA. De plus, il aurait fallu répétite expérience de nombreuses fois pour
dégager une tendance significative. Par contrepylanontrer que CHA pouvait générer des

SCV, et cette capacité peut lui permettre de mparsister dans les poumons CF.

f) Le réqulateur global Vfr

La perturbation de la voie Gac/Rsm due a l'abseteeGacS n'est pas la seule
particularité de la souche CHA. En effet, alors ufacteur de transcription Vfr de la souche
PAOL1 agit positivement sur plus de 200 génes (notamh sur les genes du SST3) et
négativement sur les génes codant pour le flagefle, mutation defr dans CHA n’a pas
d’effet sur le SST3 (B. Toussaint, communicatiomspanelle). Nous avons vérifié que cela
n'était pas lié a une absence d’expression du ganda surexpressioen transde vir n'a
également aucun effet sur I'expression de promstdargenes du SST3 (Figure 67A). J'ai
aussi veérifié I'expression d’autres cibles de Milles que le SST2 (régulation positive
indirecte) et le flagelle (régulation négative dig et je n’ai observé aucun changement sur
la mobilité (swimming) et I'expression du SST2 {td®ctivité élastase sur boite de lait, non

montre).
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J'ai voulu voir s'il existait un lien possible entre 'absence d’effet de Vir et la délétion
de gacSen introduisant une copie dacSdans la souche CH¥/fr. Ceci était peu probable,
bien gu'il existe un lien entre RsmA et Vfr, RsmA activant la synthése de Vfr et semblant
ainsi réguler positivement certains facteurs de virulence aigué via Vfr (Coggan and Wolfgang.
2012). Figure 67B, nous observons par western blot une diminution de I'activité de sécrétion
du SST3 dans CHA complémentée gacSet aucun effet du mutadivfr, comme attendu.
Par contre, de facon surprenante et inexpliquée, I'introductiaad8dans le mutanfvfr
n'affecte plus négativement la sécrétion. Ce résultat doit étre confirmé car il suggere que
I'effet de GacS dépend d’'un Vir fonctionnel, bien que Vfr n’ait pas d’effet propre.
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Figure 67 Vfr n'a pas d'effet sur le SST3 dans CH¥ mesure de I'activit§-galactosidasees souche
contenant les fusions des promotepexsC et ppcrG (ExsA-dépendants) fusionnédaeZ Ces souch
contiennent soit le plasmide vide pVLT31, soit le plasmide postntusionné aptac Le milieu LE
contient 2 mM d'IPTG. NI : SST3 non Induit. I: SST3 induit par déplétion € Blawestern blot afn
PopB, et anti-PcrV réalisées sur des surnageants des souches indiquées en conditions d’activation du SST3

9- Conclusions-Perspectives

La souche CHA est I'exemple frappant de la complexité de I'adaptation CF. Dans une
population bactérienne tres hétérogene, elle refléte la diversité des phénotypes qui peuvent
étre retrouves dans des poumons CF, certains tres éloignés les uns des autres. Les facteurs de
virulence aigué de cette souche ne subissent plus le contréle négatif de LadS normalement
observé lors des infections chroniques (Figure 68). Les signaux normalement détectés en
conditions chroniques et influant sur la cascade de régulation post-transcriptionnelle, inhibant
les facteurs de virulence aigué, ne sont plus transduits puisque la voie Gac-Rsm est

« déconnectée » du réseau du fait de I'absence de GacS.
Rapport- gratuit:com &
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Figure 68 Schéma récapitulatif de la régulation des facteersirulence dans la souche CHAes deux maste
régulateurs RetS et LadS n’ont aucune empriseasunie GacS/Rsm du fait de I'absence de GacS déatfs
Cette absence conduit a une sur-abondance detiEimaaégulatrice RsmA libre quéprime fortement les ger
du SST61 et des Pel/Psl et favorise le SST3 et la mobilitd’y a plus de transition virulence aigué /chiaue
possible et les facteurs de virulence aigué deuarse CHA ne peuvent plus étre régulés négativen@h est
mucoide a cause de la mutation demscA Vir n’a aucun effet sur les facteurs de virulea@gué de CHA test

lors de cette étude ; ils semblent déja sur-activés

Dans un contexte CF, CHA est donc normalement ayigie avec un SST3 actif.
Elle n’exprime pas de SST6-1 et a préserve sa it@mbilvec toutes ces caractéristigues CHA
pourrait intervenir dans la défense du biofilm cenes leucocytes (libérations de toxines)
mais aussi dans I'étape de dispersion du biofilmeftet, douée de mobilité et possédant un
SST3 actif, elle pourrait faire face aux cellules ldmmunité et servir d’éclaireuse pour

d’autres souches qui pourront établir un nouveafilini dans une autre niche.

Contrairement a beaucoup de souches CF qui onanerda devenir sessiles, la
souche CHA a donc conservé ses appendices extilacel et sa capacité a se déplacer. Le
facteur sigma ECF AlgU est connu pour réguler negatent I'expression du flagelle, des
pili de type IV et les rhamnolipides dans les s@sciCF. La sur-représentation de RsmA
ayant un effet positif sur la mobilité pourrait égper le maintien des appendices

extracellulaires chez cette souche (@fual, 2004 ; Ratet al, 2010). De plus, la mutation
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gacSdoit permettre d’échapper a 'effet represseurgiexerce sur la mobilité en conditions
chroniques par la cascade Gac/Rsm.

Un des traits caractéristigues des souches CF gssege CHA est la mucoidie et
nous avons montré que cela résultait de la muta@ms son génmucA Les alginates ont été
montrés comme ayant un role prépondérant dansriaatmn de biofilm dans les poumons
(Schurr. 2013). Les autres EPS que sont les PBklesont, quant a eux, nécessaires pour
I'initiation, la stabilité et le maintien du biofil (Colvin et al, 2012). CHA ne produit
quasiment pas ou trés peu de Pel comme nous I'avordans un test de formation de
pellicule (biofilm) et comme cela a été montré BarPCR par nos collaborateurs marseillais,
Christophe Bordi et Yann Denis (Sa&t al, soumis). Il faut noter aussi que le gédeA
codant pour la lactate deshydrogénase, NADH-dépeedast altéré dans CHA et cette
protéine a été montrée comme importante lors derfaation de microcolonies conduisant a
des biofilms matures (Petroed al, 2012). En effet, la lactate deshydrogénase regiré la
conversion du pyruvate en lactate, acétate etloairsate pour favoriser la survie en milieu
pauvre en oxygene (balance rédox). L'absence deetPekl conjuguée a celle de la LdhA
peut nous faire douter de la capacité de la soacleemer un biofilm structuré. Cependant,
CHA semble également capable en conditions dessti@giénérer des SCV qui surproduisent
des Pel (cas du clone Pnm). Des expériences decBtiwourraient nous éclairer sur sa
capacité ou non a former des biofilms structurésurReela, jai déja réalisé les souches
fluorescentes CHA-gfp et CHXetSgfp (souches contrble), CH¥smAQgfp, CHApgacS-
gfp, CHAAretSpgacS-gfet CHApgacSIdhA-gfp permettant 'observation au microscope de
la formation de biofilm. L'utilisation de la souclile@orescente CHA complémentée avec les
deux génegyacS-ldhAsera un bon indicateur sur le réle de la lactatshydrogénase,
indépendant de celui de GacS. Ces expériences adémbien flow-cell sont également
nécessaires pour déterminer la réelle capacitéthe & générer des SCV. Si CHA n’a pas la
capacité de faire des biofilms, des expériencdsiafdms mixtes seraient intéressantes pour
voir si elle peut y contribuer avec une souche pisaht les éléments qui lui manquent
(dépourvue d’alginates mais produisant des Pesl¢t P

De maniére intéressante, la production d'algindateg comme la génération de
« SCV » sont des marqueurs de persistance dampoulesons CF. Nous n’avons pas encore
déterminé quel était la nature du pigment rougealyitogpar CHA et si ce pigment peut lui
conférer un avantage quelconque. Par exemple graeer propriété rédox, les phénazines
permettent une meilleure résistance dans un emeroent anaérobie. De nombreuses études
font état de leur r6le dans la virulence ainsi daes la persistence dans les poumons (Hunter
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et al, 2012). CHA étant mucoide et capable de proddes SCV en biofilm, elle a
potentiellement deux sérieux atouts améliorant ig@ies dans les poumons. Peut-étre ce
pigment non déterminé en est un troisieme ? Panpbeg la SMPCA (5-methyl-phenazine-1-
carboxylic acid), est une phénazine @eaeruginosarécemment décrite qui permet
I'élimination de Candida albicangdans des biofilms mixtes et ceci de maniére piiisaee
gue la pyocyanine (Moralest al, 2010). Enfin, il serait particuliéerement inté&ast et
enrichissant de réaliser d’'autres études transenigpues. Il faudrait enrichir les puces
pangénomiques déja existantes a Marseille afinédéser la comparaison entre la souche
sauvage CHA et le mutant CiA#smA dans I'espoir de découvrir de nouvelles cibles de
RsmA parmi les 179 CDS spécifiques de CHA. Par @emmous pourrions découvrir de
nouvelles phénazines d’intérét et mieux caractédisgr impact sur la virulence de cette
souche CF.

Dans la nature, les mutations spontanées GacS/GanAtres fréquentes chez les
Pseudomonadsle la rhizosphere lors des variations phénotygiqwan den Broelet al,
2005a). C'est un mécanisme permettant la cohambitate deux populations ne produisant
pas les mémes métabolites secondaires. Ces mugtafioersibles et aléatoires proviendraient
d'un systeme de réparation MutS-dépendant défextuehez la souch®seudomonasp.
PCL1171, l'une de ces mutations (une délétion spwre de 307 pb) requiert au préalable une
mutation conduisant a une parfaite répétition depthQivan den Broelet al, 2005b). Un
mécanisme similaire causant la délétion aurait @umduire dans CHA entre les deux
répétitions imparfaites de 11pb (5'-CGGCCTGCCA/Glahquant les extrémités 3’ dmcS
et 5" deldhA dans le génome de PAO1L. Un autre exemple dedhiige de GacS/GacA est la
soucheP. fluorescens®u CHAO. Cette souche colonise les racines deqdagt les protége en
libérant des métabolites secondaires antifongiqums parle de biocontréle. Dans cette
souche, le systéme a deux composants est respermld production de ces métabolites et
des mutants spontangacSetgacAapparaissent dans une population de forte defiitéet
al., 2001, Duffy and Defago. 2000) décuplant ainsidepétitivité de la population sauvage.

Durant ma these, j'ai recherché d’autres isola®HA-like », c'est-a-dire présentant
une cytotoxicité SST3-dépendante et pas de SSTdafs le but de déterminer si la mutation
dansgacSest répandue ou non parmi les isolats cliniquesh@igré I'analyse de 22 souches,
aucun autre clone n’a été trouve avec ce phéndaypdaudrait poursuivre I'analyse d’autres
isolats CF. Deux autres clones de la souche CHA®Enséquencés : le clone PT22 provenant
d’une riviere en Allemagne et le clone 491 isoldamovre d’'une patiente CF dont la capacité

pulmonaire n’était pas affectee (Wiehlmaetral, 2012). Cependant aucun d’eux ne présente
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la délétion observée dammcS-ldhA ni n’est mobile comme CHA donc I'environnement
influe grandement dans I'apparition de mutationsn@éour des souches d’un méme clone
(Bezuidtet al, 2013).

Il existe d’autres souches présentant des mutatitars les genes des masters-
régulateurs. La souche PA14 est trés cytotoxidaesurexpression des genes codant pour son
SST3 s’explique par une mutation dans le géne d¢odanr le régulateur global LadS
(Mikkelsen et al, 2011). En effet, une duplication de 49pb dangidee conduit a une
protéine putative tronquée. Cette souche présemtphénotype de virulence aigué et est
incapable de former un biofilm (répression de l'egsion des exopolysaccharides par RetS).
A linverse le clone C, qui a été isolé d'un pati€F, présente une mutation dams$S et
posséde une virulence de type chronique (Craheil, 2011). Cependant, dans ces deux
souches avec respectivement une virulence aigoBrenique, il y a encore l'influence d’un
des masters régulateurs (RetS ou LadS) alors queeldasouche CHA, il n'y a plus aucune
communication dans la voie RetS/LadS/Gac/Rsm aecda I'absence de GacS. CHA s’est
donc soustrait totalement du controle des maséendateurs.

Un élément surprenant est le réle de Vir dansdaledion des facteurs de virulence de
CHA, ou plutdt, son absence de role sur les fastelgr virulence testés dans mon étude
(SST3, SST2 et flagelle), alors que ceux-ci sortefoent exprimés. Il est surprenant que Vfr,
élément clé de la réponse a la déplétion de calailait aucune action sur le SST3 alors que
CHA répond fortement a ce stimulus. De plus, I'alosed’effet degacSdans le mutanhvir
nous surprend et nous pousse a poursuivre I'étuddieth Vfr-GacS-SST3. Une étude
transcriptomique entre CH¥Vfr et PAOXAVfr pourrait donner des éléments de réponse.

L'une des balances régissant la transition infectibironique/aigué est celle des
niveaux d’AMPc et de di-GMPc dans la bactérie. POHIA, au vu des résultats sur Vir, il
serait vraiment tres intéressant de mesurer et afeparer ces niveaux de messagers
secondaires. En effet, la régulation par le di-GMRsse par les petits ARNs et ils sont
pratiguement inexistants dans CHA.

A lissue de cette étude, il reste donc encore r@@arent de questions en suspens
concernant la régulation des facteurs de viruledeela souche CHA, et en trouver les

réponses est capital d’'un point de vue fondamentappliqué.
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Conclusions Générales
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La régulation précise de ses facteurs de viruleeste un impératif de survie pour.
aeruginosa En effet, elle doit constamment détecter les aignenvironnementaux qui
I'entourent et s’adapter au mieux. La déterminatienla nature de ces signaux constituerait
une grande avancée sur la connaissance des mgléeskentielles a ce pathogene
opportuniste pour opérer une transition efficace.

Durant cette thése, j'ai cherché a activer dessvdeesignalisation de. aeruginosaet
jai pu développer des approches de chémogénongtjueettre au point un protocole de
criblage robuste pour les futures investigationslahoratoire. Le fait d’avoir criblé des
chimiothéques de molécules principalement antipis ne nous permettait peut étre pas
d’avoir acces a celles succeptibles d'activer {¢#éraes de sécrétion & aeruginosaApres
concertation avec nos collaborateurs du CMBA, #té& proposé de chercher du coté de
chimiothéques renfermant des molécules plus prodeeselles du quorum sensing ou de
sucres afin de cibler des composés plus « physaleg ». La construction de la souche
contenant a la fois les fusions rapportpexoS-gfpet pexoS-luxpermettra la réalisation d’un
double criblage en simultané afin d’éviter les fauositifs rencontrés lors de mes deux
cribles. Il serait intéressant de déterminer deslitions optimales de criblage pour les HSI-II

et Ill afin de procéder a la recherche de molécaitdivatrices de ces systemes.

Concernant le volet mutagénése aléatoire, jairiaplpa technique auprés de nos
collaborateurs marseillais et pu la mettre en pldeaes le laboratoire. A l'aide d'une
technique originale, l'utilisation d’'une souche awteux rapporteurgpéxoS-lacZet pexoS
lux), j'ai pu réaliser le criblage d’'une premiere baagle mutants par transposon. Et au terme
de ce criblage, j'ai pu sélectionner 4 mutantscaffe dans leur expression du SST3. Leur
caractérisation approfondie révelera si lintégnatis’est produite dans un nouveau géne

important pour la régulation du SST3.

La plupat des isolats CF accumulent des mutations leur assuree meilleure persistance

dans les poumons. Ainsi, j'ai pu montrer que lack@uCHA présentait une délétion dans un
régulateur « pivot » de la transition virulence udiighronique. Il serait enrichissant de
poursuivre I'étude cet isolat clinique CHA par waralyse transcriptomique afin de découvrir
une partie des mécanismes de régulation de cedt i€ et de ses facteurs de virulence
propres. Comprendre I'absence d’effet du mastenlagégur Vfr sur les facteurs de virulence
dans CHA donnerait la possiblité de mieux cernermlede de fonctionnement de ce

régulateur.
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Matériel et Méthodes



Matériel et méthodes

a) Microbiologie et biologie cellulaire

Souches bactériennes, conditions de croissance et les milieux

Les souches bactériennes et plasmides utilisés dans notre étude sont décrits respectivement dans les Tableau
10 et Tableaullet la liste des oligonucléotides utilisés est donnée dans le Tableau 12.

Les souches ont été cultivées en conditions d’aérobie dans un milieu Luria-Bertani (LB) ou sur gélose LB ou PIA
(Pseudomonas Isolation Agar) a 37°C.

Les antibiotiques ont été utilisés aux concentrations suivantes pour E. coli: 100ug/mL ampicilline, 25ug/mL
kanamycine, 10ug/mL de tétracycline et 50ug/mL de gentamycine. Pour P. aeruginosa :

- PAO1: 300upg/mL Carbénicilline (250ug/mL en liquide); 200ug/mL Gentamycine (100ug/mL en
liquide) ; 200pg/mL tétracycline (100pug/mL en liquide)

- CHA: 500ug/mL Carbénicilline (300ug/mL en liquide) ; 400ug/mL Gentamycine (200ug/mL en liquide);
200ug/mL tétracycline (100ug/mL en liquide)

Analyse du SST3
- Invitro

Le SST3 est induit de maniére « artificielle » par déplétion de calcium en rajoutant, en début de croissance (DO
de 0,1), au milieu de culture de 'EGTA 5mM et du MgCl, 20mM. Lorsque I'on a besoin de réprimer I’activité
basale du SST3, 5 mM de CaCl, sont rajoutés au milieu de culture.

- Invivo (Cytotoxicité sur les macrophages 1774)

La cytotoxicité des souches a été testée au moyen de macrophages J774 par mesure de la libération de la
lactate déshydrogénase (LDH), illustrant la perméabilité membranaire des J774 causée par les toxines du SST3.
Les cellules J774 sont maintenues dans le milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contenant 4,5
g/L de glucose (Sigma), supplémenté avec 10% SVF (sérum de veau foetal), 1% acides amines non-essentiels et
une solution d’antibiotiques (Invitrogen). Les tests de cytotoxicité sont réalisés sur des plaques 48 puits. Avant
I'infection, les cellules sont lavées deux fois dans du PBS et le milieu est remplacé par du DMEM sans
antibiotique. Les souches bactériennes d’une culture O/N sont diluées a une DO600 nm de 0,1 et mises a
pousser a 37°C sous agitation jusqu’a une DO de 1. Les cellules J774 sont infectées a une multiplicité d’infection
(MOI) de 5. Aprés 1h a 37°C en 5% CO,, la libération de LDH a été mesurée aux temps indiqués avec le
“Cytotoxicity Detection kit (LDH” (Roche) en suivant les instructions du fournisseur. Le contrdle positif est
réalisé avec du Triton 2% et le milieu des cellules non infectées représente le controle négatif.

Cytométrie en flux

Les souches O/N sont diluées a une DO600nm de 0,1 +/- EGTA-MgCl, et incubées sous agitation jusqu’a
atteindre une DO de 1. Une fois cette DO atteinte, 60uL de chaque culture est ajouté a 140ul de PBS 1X stérile
et la fluoresence est mesurée par FACS. D’abord les souches contréles sans Gfp sont analysées (pour éliminer le
bruit de fond et repérer les bactéries), puis les souches Gfp non induites et enfin les souches Gfp induites.
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Tests de formation de pellicule (biofilm interface air-liquide)

Les tests de formation de pellicule ont été réalisés dans des plaques polystyréne 24 puits Greiner bio one en
suivant la technique décrite dans (Vallet et al., 2001). Brievement, les cultures O/N ont été inoculées dans du
milieu M63 (1 mL) supplémenté avec 0,2% glucose, 0,5% acides casaminés et 1mM MgSO, a une DO600nm de
0,2 et incubées a 30°C sans agitation pendant 10 a 12h. Les cellules adhérentes sont colorées avec du cristal
violet 0,1% (CV). Le surplus de colorant est enlevé par deux ringages a I'eau distillée, le CV est dissout dans de
I’éthanol 40% et I’absorbance est mesurée a 600nm.

Tests de mobilité

Les essais de motilité ont été réalisés en triplicats et répétés deux fois. Les essais de mobilité ont été effectués
sur des milieu décrits dans (Rashid and Kornberg. 2000). Toutes les boites de Petri ont été inoculées avec des
bactéries issues de cultures O/N de boites LB au moyen de cure-dents stériles.

Les essais de “Swarming” ont été réalisés sur des boites agar 0,5% contenant 0,8% de “Nutrient Broth” et
0,5% de glucose. Les bactéries sont inoculées a la surface des boites de Petri et incubées sur la nuit a 30°C.

La mobilité “Twitching” a été observée par des essais de “subsurface stab” a travers des boites LB agar 1%
contenant du tryptone 1%, de I'extrait de levure 0,5% et du NaCl 1%. Les bactéries ont été inoculées sur le fond
des boites de Petri. La taille de la zone de twitching a l'interface plastique-milieu a été mesurée aprés une
incubation a 30°C sur la nuit, puis la marque de la zone de twitching a été colorée au cristal violet (incubation
de 10 min suivi de deux ringages a I'eau distillée).

La mobilité “Swimming” a été effectuée par inoculation de boites LB agar 0,3% supplémenté avec du tryptone
1% et du NaCl 0,5%. Les bactéries sont inoculées au milieu de I'agar. La taille de la zone de swimming a été
mesurée apres une incubation sur la nuit a 30°C.

b) Technigues de Biologie Moléculaire

Préparation d'ADN plasmidique

Les ADNs plasmidiques sont préparés en utilisant le kit « giagen » ou par miniprep grace a une lyse alcaline
(protocole du Maniatis). Des cultures O/N d’E. coli sont transférées dans des tubes eppendorfs de 1,5 mL et
mises a centrifuger 4 min a 13000 rpm. Les surnageants sont éliminés et les culots sont remis en suspension
dans 100uL de la solution | froide (25mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 50mM Glucose,pH 8). Puis 200 uL de la
solution 1l (200mM NaOH, 1% SDS) sont ajoutés et les tubes sont retournés de temps en temps et laissés sur
glace 10 min. Ensuite, 150uL de la solution Il froide (5M acétate de potassium, acide acétique glacial, pH 4)
sont ajoutés a chaque tube qui est vortexé 30s et mis sur glace 10 min. Apres une centrifugation (10min, 13000
rom, 4°C) le surnageant de chaque échantillon est transféré dans un nouveau tube eppendorf contenant 900uL
d’éthanol absolu froid pour la précipitation de I’ADN plasmidique. Les tubes sont retournés et laissés sur glace
environ 25min. Aprés une centrifugation (15 min, 13000 rpm, 4°C), les culots sont nettoyés dans 1mL d’éthanol
70% et centrifugés 10min a 13000 rpm a température ambiante. Apres avoir fait sécher le tube, I’échantillon
plasmidique est remis en suspension dans 20-30uL d’eau distillée.
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Préparation et transformation de bactéries compétentes

Les souches de P. aeruginosa sont transformées en suivant le protocole décrit dans (Chuanchuen et
al., 2002). 1 ml de culture de 16h de P. aeruginosa est centrifugé 30s a 13000 rpm a température ambiante. Le
culot bactérien est repris dans 1 ml de MgCl, 0,1M froid, puis centrifugé de nouveau 30s a 13000 rpm. Les
bactéries sont ensuite remises en suspension dans 1 ml de TG-Salt (CaCl, 75 mM, MgCl, 6 mM, glycérol 15%
(m/v)) froid et laissées sur glace 10 min. Aprés une derniére étape de centrifugation de 30s a 13000 rpm, les
bactéries sont remises en suspension dans 200 ul de TG-Salt et laissées au repos 15 min sur glace au contact du
plasmide d’intérét (100 a 200ng). Puis un choc thermique est effectué au bain-marie, 2 min a 37°C. 500 uL de
LB sont ajoutées au mélange puis les cultures sont mises a pousser 1h a 200 rpm a 37°C. Pour finir, les bactéries
sont étalées sur des boites PIA sélectives.

Les cellules d’E. coli ultra compétentes TOP10 (Invitrogen) sont conservées a -80°C, dans des tubes
individuels (50 pL). Une fois décongelées, elles sont maintenues sur glace et mises en contact de 100 ng d’ADN
pendant 30 min. Le choc thermique se déroule a 42°C pendant 30s. Apres avoir ajouté 250ul de milieu S.0.C
(milieu riche), la culture est laissée 1h a 200 rpm puis la totalité est étalée sur un milieu LB sélectif.

Conjugaison triparentale (Smith et al., 1985)

Cette technique est utilisée pour introduire dans P. aeruginosa des plasmides mobilisables non
réplicatifs de type mini-CTX (plasmide mobilisable et intégratif) que j’ai utilisé pour transformer les souches.
Pour cela, 30 pL de culture de 16h de deux souches E. coli, une donneuse (pCTX, TcR) et une contenant le
plasmide helper (pRK2013) sont mises en contact, d’abord entre elles (2 h) puis 5-6 h avec la souche receveuse
P. aeruginosa (préalablement incubée 2h a 42°C) sur boite LB. Grace au plasmide helper, le mini-CTX va étre
mobilisé dans P. aeruginosa; comme il porte un site attP, il va pouvoir s’intégrer dans le génome de P.
aeruginosa dans un site attB par l'intermédiaire d’une intégrase codée par lui-méme. Les bactéries sont
remises en suspension dans 300 L de LB et étalées sur PlAr.,q0. Aprés purification des clones, ces derniers sont
ensuite transformés avec le plasmide pFLP2 (CbR), exprimant la recombinase Flp de Saccharomyces cerevisiae.
Ce plasmide permet I’élimination des marqueurs Tc®, int et oriT du génome de P. ageruginosa, localisés entre
des sites cibles FRT de la recombinase. Les clones obtenus sont ensuite sélectionnés sur PIA Cbsgy puis étalés
sur PIA Saccharose 5%. Seules poussent les bactéries ayant perdu le plasmide car pFLP2 contient le géne sacB
qui en présence de saccharose produit la Iévane saccharase, qui catalyse I’hydrolyse du saccharose en fructose
et glucose. Ce fructose va polymériser et former du Iévan, produit Iétal pour les bactéries. Ainsi, seul demeure
dans la bactérie le géne inséré.

Electroporation d’aprés le protocole décrit dans (Choi and Schweizer. 2006)
(Tout se fait a température ambiante)

Des cellules compétentes sont préalablement préparées : une culture de 6 mL de P. aeruginosa est répartie
dans 4 tubes eppendorf stériles (1,5 mL/tube) et centrifugée 2 min a 16000g. Pour chaque tube, le surnageant
est éliminé et le culot repris dans 1mL de saccharose 300mM a température ambiante. Aprés une seconde
centrifugation, le surnageant est de nouveau éliminé et le culot repris dans 1mL de saccharose. Aprés une
derniére centrifugation, I'ensemble des culots est repris dans 200uL de saccharose. Ceci équivaut a la quantité
de cellules suffisantes pour deux électroporations.

50 ng du plasmide mini Tn7T et du plasmide helper pTNS2 a transférer sont déposés au fond de la cuve
d’électroporation (2 mm). 100uL de cellules compétentes sont rajoutées délicatement dans la cuve. Le choc
électrique est réalisé (25uF, 200 ohms, 2,5kV) et 1 mL de LB est immédiatement ajouté pour récupérer les
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cellules et transféré dans un tube de culture. Apres 1h30 a 37°C a 200rpm, la culture est étalée sur boite PIA
avec I'antibiotique adéquat.

c) Fusions

Les fusions lacZ traductionnelles et transcriptionnelles classiques sont les mémes que celles décrites dans
(Brencic and Lory. 2009). Brievement, les régions 5’UTR de fhal et magA et leurs 8 premiers codons respectifs,
soit 429pb et 536pb, ont été amplifiés et clonés soit dans miniCTX-lacZ (fusion transcriptionnelle), soit dans un
pUC18mMTN7TGm-lacZ20 (fusion traductionnelle).

pexoS (CHA)

Pour la fusion traductionnelle gfp, un fragment de 264 pb d’exoS a été amplifié a partir d’ADNg de CHA
avec les primers PExoS-S1 et PExoSsh. Le produit PCR a été cloné dans le plasmide PCR-blunt-TOPO Il (pTOPO)
et séquencé. Aprés une digestion EcoRI/ BamHI, exoS (262 pb : la région promotrice + 9 premiers codons) a été
cloné dans plA101*ARBSgfp préalablement digéré par EcoRI et BamHl.

pfhal (PAO1)

Pour la fusion traductionnelle gfp, un fragment de 429 pb (région 5" UTR + 8 codons) de fhal a été
amplifié a partir d’ADNg de PAO1 avec les primers tradfhaltrue F et tradfhaltrue R. Le produit PCR a été cloné
dans pTOPO et séquencé. Aprés une digestion EcoRl/ BamHI, fhal a été cloné dans plA101*ARBSgfp
préalablement digéré par EcoRl et BamHI.

Pour la fusion transcriptionnelle modifiée, le plasmide miniCTXpfhal-lacZ a été digéré par BamHl et Avrll,
encadrant le site de reconnaissance a la RNase lll. Ce plasmide a été déposé sur gel, purifié et puis apres
obtention d’un bout franc grace a la Klenow, il a été re-circularisé : ce miniCTXfhalAA4RIlI-lacZ ne possede plus
le site de reconnaissance a la RNase.

Pmag (PAO1)

Pour la fusion traductionnelle gfp, un fragment de 536 pb (région 5" UTR + 8 codons) de magA a été
amplifié a partir d’ADNg de PAO1 avec les primers tradPA4492 F et tradPA4492 R. Le produit PCR a été cloné
dans pTOPO et séquencé. Aprés une digestion EcoRI/BamHIl, mag a été cloné dans plA101*ARBSgfp
préalablement digéré par EcoRl et BamHI .

Pour la fusion transcriptionnelle modifiée portée par le miniCTXpmagA4Rlll-lacZ, le plasmide miniCTXpmag-
lacZ a été traité de la méme fagon que le miniCTXpfhal-lacZ afin de lui retirer son site de reconnaissance a la
RNase Il

pexsCEBA (plA60)

Le fragment pexsCEBA de 1,8 kb a été récupéré par digestion Smal/Hindlll du plasmide plA60 et sous-cloné
dans le plasmide pUC18 (digestion Smal/Xhol-Sall). Aprés une digestion Smal/Hindlll, pexsCEBA a été cloné
dans pUC18mTn7T-GmlacZ20.

d) Constructions génétiques

136



- Pour le plasmide de complémentation de gacS, une région de 2847pb du géne gacS a été amplifiée par PCR a
partir d’ADNg de PAO1 avec les amorces GacS-Smal-F et GacS-Xbal-R. Le produit PCR a été cloné dans pTOPO et
séquencé. Apres une digestion Smal-Xbal, gacS a été sous-cloné dans le plasmide pJN105 coupé par Smal sous
le controle du promoteur inductible a I'arabinose, pBAD.

- Pour le plasmide de complémentation chromosomique de gacS avec son propre promoteur, une région de
3041pb a été amplifiée en utilisant les amorces p-GacS-F et p-GacS-R. Le produit PCR a été cloné dans pTOPO et
séquencé. Aprés une digestion Smal-Hindlll, p-gacS a été sous-cloné dans le plasmide pUC18mTn7T-GmlacZ20
préalablement digéré par Smal et Hindlll. Une électroporation a été réalisée pour transformer la souche CHA.

- Pour l'intégration chromosomique de gacS et gacS* fusionné a la séquence codant a I'épitope VSV-G,
I’épitope a été rajouté en phase en 3’ de gacS et gacS* par SOE-PCR avant insertion dans le chromosome. Deux
fragments de 418 et 428 pb du géne gacS ont été respectivement amplifiés par PCR a partir d’ADNg de PAO1
avec les amorces GacS VSV-G-F1 et GacS VSV-G-R1 et les amorces GacS VSV-G-F2 et GacS VSV-G-R2. Deux
fragments de 390 et 395 pb ont été respectivement amplifiés par PCR a partir d’ADNg de CHA avec les amorces
CHAGacS VSV-G-F1/CHAGacS VSV-G-R1 et les amorces CHAGacS VSV-G-F2/CHAGacS VSV-G-R2. Chacun des
deux fragments a été utilisé pour une troisieme PCR avec les amorces GacS VSV-G-F1 et GacS VSV-G-R2 pour
PAO1 et CHAGacS VSV-G-F1 et CHAGacS VSV-G-R2 pour CHA. Les produits PCR de 813 et 752 pb ont été clonés
dans pTOPO et séquencés. GacS-VSV-G et GacS*-VSV-G ont été sous-clonés dans le plasmide-suicide pEX100T
(Schweizer and Hoang. 199%)ne conjugaison triparentale a été réalisée pour transformer les souches CHA et
PAO1. Aprés une sélection sur sucrose, les clones portant I'épitope ont été identifiés par PCR en utilisant les
amorces GacS VSV-G-F1 et GacS VSV-G-R2 et CHAGacS VSV-G-F1 et CHAGacS VSV-G-R2. La présence de
I’épitope VSV-G a été confirmée par séquencgage du fragment PCR.

- Concernant la construction du mutant RsmA , le géne rsmA (954 pb) a été amplifié a partir d’ADN génomique
de CHA avec les amorces Mut-RsmA-F1 et Mut-RsmA-F2. Le produit PCR a été cloné dans pTOPO et séquencé.
Une région de 846pb (délétion de 111 pb) du géne rsmA a été amplifiée par SOE-PCR du plasmide pTOPO-rsmA
au moyen des amorces Mut-RsmA-F1 et Mut-RsmA-R1, puis Mut-RsmA-F2 et Mut-RsmA-R2. Enfin, la délétion a
été réalisée au moyen des amorces mut-RsmA-F1 et Mut-RsmA-R2. Le produit PCR a été cloné dans pTOPO et
séquencé. Mut-RsmA a été sous-clonée dans le plasmide-suicide pEX100T (Schweizer and Hoang. 199%)ne
conjugaison triparentale a été réalisée pour transformer la souche CHA. Apres une sélection sur saccharose, les
clones mutants sont identifiés en utilisant les amorces Mut-RsmA-F1 et Mut-RsmA-R2.

Pour obtenir la mutation dans retS (80% du gene délété), le géne retS a été amplifié a partir de 'ADNg de PAO1
avec les amorces RetS-F1 (F) et RetS-F2 (R). Le produit PCR a été cloné dans pTOPO et séquencé. Une région de
595 pb du géne retS a été amplifiée par SOE-PCR de pTOPO-retS en utilisant les amorces RetS-F1 (F) et RetS-R1
(R), puis avec RetS-F2 (F) et RetS-R2 (R) et finalement RetS-F1 (F) et RetS-R2 (R). Le produit PCR a été cloné dans
pTOPO et séquencé. Apres une digestion Smal, Mut-RetS a été sous-cloné dans pEX100T. Une conjugaison
triparentale a été réalisée pour transformer la souche PAO1 et CHA.

Pour la complémentation du mutant ArsmA, une séquence de 230pb du géne rsmA a été amplifiée par PCR a
partir d’ADNg de PAO1 avec les amorces PSE-RsmA-F et PSE-RsmA-R. Le produit PCR a été cloné dans pTOPO et
séquencé. Apres une digestion Hindlll-Xbal, rsmA a été sous-cloné dans le plasmide pVLT31 sous le contréle du
promoteur inductible a I'lPTG plac

Mutagenése aléatoire

Une conjugaison triparentale est réalisée entre la souche E. coli portant le plasmide « helper » pRK2013,
celle portant le vecteur pBT20 du transposon et la souche PAO1F que I'on veut muter. Deux patchs de culture
O/N (30uL-30uL) de chaque souche d’E. coli sont déposés sur des boites LB séches et laissées a incuber 2h a
37°C. Pendant ce temps, la souche PAO1FpexoS-lacZ/pexoS-lux est elle aussi mise a incuber a 42°C. Au bout des
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2h, 60pL de la culture PAOLF sont rajoutés sur les deux patchs secs et les boites sont remises a incuber pendant
4h a 37°C. Une banque glycérolée de 2 mL est réalisée avec la totalité des patchs récupérés (3/4 bactérie, %
glycérol 80%) et 6, 50 et 100l de cette banque sont étalés sur trois boites LB Gm50 et Irgazan 25. Ces boites
laissées O/N a 37°C serviront au dénombrement des événements de transposition : le nombre de colonies sur
chaque boite multiplié par le facteur de dilution et ramené au volume de la banque nous donne une estimation
de la taille de notre banque. Le reste de la banque est étalée sur des boites LB Gm50, Irg 25ug/mL, X-gal
40ug/mL et CaCl, 5mM de 135mm au moyen de billes en faisant en sorte qu’il n’y ait pas plus de 150-200
colonies par boites de 135mm. Apres incubation a 37°C sur la nuit, les boites sont mises a 4°C pour intensifier la
coloration des colonies. Les clones intéressants sont sélectionnés et purifiés sur LBGm50-X-gal. La mesure de
luminescence pexoS-lux de chaque clone est ensuite effectuée et comparée a son activité B-galactosidase. Les
clones dont I'activité est confirmée étre modifiée par le transposon sont utilisés pour une étape de PCR semi-
arbitraire afin de localiser la zone d’insertion du transposon. Le premier round de PCR a été fait avec le couple
d’amorce ARB1-Ausubel/ MCL211 avec la TagPCRx DNA polymerase (Roche) suivant le programme suivant : 6
cycles a 25°C et 5 cycles a 40°C avec pour matrice ’ADNg purifié (0,5 pL d’un stock a 2ug). Le second round de
PCR est réalisé a I'aide des amorces ARB2A-Ausubel/MCL226 et a pour matrice le mix de la premiére dilué au
1/5°. 1l s’agit de 35 cycles a 45°C. Les fragments amplifiés ont été sous-clonés puis séquencés.

e) Biochimie

- Maesure d’activité B-galactosidase

0 Méthode de miller

500uL de culture ont été prélevées aux DO indiquées et perméabilisées par addition de 20uL de SDS 0,1% et
20uL de chloroforme, suivi d’un vortex d’1 min.

Les essais d’activité B-galactosidase sont réalisés suivant le protocole de Miller, avec 100uL de cellules, dans
900pL de tampon Z (0,1M Na,HPO,/NaH,P0,, 10mM KCl, 1 mM MgS0,, 50mM 2- 3 mercaptoethanol, pH 7,0) a
28°C. La réaction est initiée en ajoutant 200uL d’OrthonitrophenylD-galactopyranoside (ONPG) a 4mg/mL et
stoppée avec 500uL de Na,CO; 1M. L'absorbance a 420nm est mesurée aprés sédimentation des débris
cellulaires (5min a 13000 rpm) et les activités exprimées en Unités Miller [(A4,0x1000)/ (tps (min) x Vo (mL) x
Asool. Les valeurs reportées pour les activités enzymatiques sont la moyenne d’au moins deux expériences
indépendantes réalisées en triplicat.

0 Lecture au 3-glo

Les souches O/N sont diluées a une DO de 0,1 dans un erlen de 30 mL LB. Le SST3 de la souche PAO1/plApGlac-
Z est induit avec 5mM EGTA et 20mM MgCl,. Apres une croissance de 3h a 300 rpm et 37°C, 90uL de chaque
culture bactérienne est ajoutée aux plaques de molécules préalablement diluées. Les plaques sont remises 2h
sous agitation a 225 rpm et 37°C. A la fin des 2h, chaque plaque-mére est diluée au 1/10° (10uL de culture dans
90pL de LB) dans une plaque ordinaire, puis au 1/100° dans une plaque blanche greiner (congue pour la lecture
en luminescence avec le B-glo) & partir de la plaque précédente. Puis & partir de la méme plaque 1/10° une
dilution au 1/100° est effectuée dans une plaque ordinaire et une autre au 1/1000° dans une plaque blanche
Greiner. 100uL de [-glo sont ajoutés aux plaques blanches qui sont agitées pendant 30 s a 400 rpm puis
incubées 30 min sans lumiére a 22°C. A la fin des 30 min, la luminescence est mesurée par fluorimeétre.

- Mesure de fluorescence (Fluoroskan)
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Les souches O/N sont diluées a une DO600nm de 0,1 +/- EGTA-MgCl,. 90ul de la culture bactérienne sont
ajoutées aux molécules préalablement diluées dans des plaques Greiner noires. La fluorescence est mesurée au
Fluoroskan avec le programme suivant :
- 37°C, 60 rpm (vitesse d’agitation)
- Mesure de fluorescence toutes les 15 min pendant 4h (longueur d’onde d’excitation et de lecture :
485-527nm)
Les mesures sont ensuite enregistrées sur ordinateur pour étre traitées.

- Western blot

L'analyse de la production et de la sécrétion d’Hcpl a été réalisée suivant le protocole préalablement décrit
dans (Casabona et al., 2013). Brievement, des cultures O/N ont été diluées a une DO de 0,05 et incubées sous
agitation jusqu’a atteindre la phase exponentielle (entre 0,8 et 1). Puis, 250uL de cellules ont été recueillis par
centrifugation et remis en suspension dans 50 ul de tampon de charge pour analyse de la production d’Hcp1.
Pour celle de la sécrétion, 1250uL de surnageant de culture ont été précipités en se servant de la méthode TCA-
Sarkosyl (Chevallet et al., 2007). Les échantillons sont concentrés 50 fois et 15uL de surnageant sont déposés
pour réaliser un western blot.

Pour 'induction in vitro du SST3, les cultures O/N ont été diluées a une DO de 0,1 dans du LB contenant 5mM
EGTA et 20 mM MgCl, et placées sous agitation a 37°C (conditions induites du SST3). Les conditions non
induites correspondent au seul milieu de culture. Une fois la DO de 1 atteinte, les cultures ont été centrifugées
(8000 rpm, 10min, 4°C) et 20uL du surnageant a été déposé sur gel SDS-PAGE 12% et analysé par western-blot
avec des anticorps anti-PopB, anti-PopD et anti PcrV dilués respectivement au 1/2000°, 1/3000° et 1/5000°
(sécrétion du SST3). Pour la synthese, 1mL de culture a une DO de 1 est prélevé et centifugé 5 min a 8000 rpm
a 4°C. Le culot est repris dans 100uL d’une solution de Tris-HCI, NaCl 200mM (pH 8) et soniqué 30 s. Aprés ajout
du bleu de charge, 5 uL d’échantillon sont déposés sur gel pour faire un western blot.

Pour I'analyse de GacS-VSV-G et GacS*-VSV-G, 100uL de culture a une DO de 2,8-3 ont été recueillies et
analysées comme « cellules totales ». Le reste des cultures a été centrifugé, traité au lysozyme et cassé par
sonication. Aprés une ultracentrifugation, les membranes ont été lavées et 2ug de protéines ont été utilisés
pour I'analyse par SDS-PAGE et western-blot.

Les anticorps suivants ont été utilisés: les anticorps polyclonaux anti-Hcp1 dilués au 1/5000° déja décrits
(Casabona et al., 2013); les anticorps polyclonaux anti-VSV-G (Sigma-Aldrich); les anticorps monoclonaux anti-
RpoA (neoclone); anti-Omp86, obtenus aprés immunisation de lapins avec HIS-Tev-0-Omp86 (G629-N752) et
utilisés au 1/2000°. Les anticorps secondaires commerciaux (anti-rabbit-HRP, anti-guinea-pig-HRP, anti-mouse
HRP) ont été utilisés suivant les recommandations des fournisseurs.
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Tableau 10 : Souches utilisées dans cette étude

Souches Caractéristiques références
E. coli
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
©80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl .
Topl0 Invit
op araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 fvitrogen
rpsL(Str®) endA1 A’
P. aeruginosa
PAO1 Isolée d’'une blessure, souche de laboratoire J. Mougous
PAO1F PAO1 de laboratoire sélectionnée A. Riestgh
. (Toussainet
CHA Souche mucoide CF al., 1993)
TB (TBCF10839) Souche clinique CF (Tummleret
q al., 1991)
e (Salunkheet
LES400 Souche CF épidémique al., 2005)
- (Bastoneraet
KK1 Souche clinique CF al., 2009)
- (Dacheuxet
CF6 Souche clinique CF al., 2000)
- (Royet al.,
PA7 Souche clinique (blessure) 2010)
PAK Souche clinique Lab collection
s s . (Mougouset
PAO1AretS Souche PAOL1 délétée du gareS al., 2007)
CHAAretS Souche CHA délétée du géretS S, Eﬁi%non
CHAAexsA Souche CHA délétée du geesA(GNT) (Dachewet
al., 1999)
CHAArsmA Souche CHA délétée du gersnA Cette étude
CHAAvfr Souche CHA délétée du gévie B Toussaint
Souche CHA contenant gacS et sa region .
CHA-pGacS promotrice intégré au sistTn7.Gnl Cette étude
CHAAretSpGacS Cette étude

Souche CHAretScontenangacSet sa région
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promotrice intégrés au sistTn7.Gm

CHA-GacS*-VSVG

Souche CHA dont le gemaacS*endogéne est
fusionné en 3’ a une séquence codant pour
tag VSV-G

un Cette étude

PAO1-GacS-VSV-G

Souche PAOL1 dont le gégacSendogéne est
fusionné en 3’ a une séquence codant pour
tag VSV-G

un Cette étude

PAO1miniCTXpfhal-lacZ

Souche PAO1 contenanfyal-lacZintégré au
siteattB. T¢

Cette étude

PAO1AretIminiCTXpfhal-lacz

Souche PAOAretScontenant gfal-lacZ
intégré au sitattB.Tc'

Cette étude

PAO1miniCTXpfhaldRlll-lacZ

Souche PAO1 contenant pfhal-lacZ délété dg
région de reconnaissance a la RNase lll, inté
au site attB. Tc

P sa
gréCette étude

PAO1AretS miniCTXfhaldRlll-lacZ

Souche PAOAretS contenanpthal-laczdélété
de sa région de reconnaissance a la RNase
intégré au site attB. Tc

I, Cette étude

PAO1miniTn7Tpfhal-lacz

Souche PAO1 contenanfh@l-lacZintégré au
siteattTn7

Cette étude

CHAmINICTXpfhal-lacZ

Souche CHAcontenant fhal-lacZintégré au
siteattB. Tc'

Cette étude

PAO1miniCTXpmagA-lacZ

Souche PAO1 contenantnagA-lacZintégré au
siteattB. Tc¢

Cette étude

PAO1AretIMiniCTXpmagA-lacZ

Souche PAOAretSavec magA-lacZintégré au
siteattB. Tc¢

Cette étude

PAO1miniCTXpmagAdRIlll-lacZ

Souche PAO1 contenapinagA-lacZdélété de
sa région de reconnaissance a la RNase Il
intégré au site attB. Tc

, Cette étude

PAOI1AretSminiCTXpmagAdRlll-lacZ

Souche PAOAretS contenaimagA-lacZ
délété de sa région de reconnaissance a la R
1, intégré au site attB. Tc

Na&zette étude

PAO1miniTn7TpmagA-lacZz

Souche PAO1 contenantagA-lacZintégré au
siteattTn7.Gnl

Cette étude

PAO1miniCTXphsiA2-lacz

Souche PAO1 contenanigiA2-lacZintégré au
siteattB. Tc'

Cette étude

PAO1AretIminiCTXphsiA2-lacZz

Souche PAOAretScontenanphsiA2-lacZ
intégré au sitattB. Tc'

Cette étude

PAO1miniCTXphsiB3-lacz

Souche PAO1 contenantgiB3-lacZintégré au
siteattB. T

Cette étude

PAO1AretIMiniCTXphsiB3-lacZz

Souche PAOAretScontenanphsiB3-lacz
intégré au sitattB. Tc'

Cette étude

CHAmMINICTXpexoS-lacZz

Souche CHA contenantpoS-lacdntégré au
siteattB

Cette étude
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CHAAexsAniniCTXpexoS-lacZ

Souche CHAexsAcontenant pxoS-lacZ
intégré au sitattB

Cette étude

CHAmMINITN7TpexsCEBA-lacZ

Souche CHA contenaeixsCEBANtégrée au
siteattTn7.Gnl

Cette étude

PAO1miniTN7TpexsCEBA-lacZ

Souche PAO1 contenaexsCEBANtégrée au
siteattTn7.Gnl

Cette étude

PAO1FmMIiniCTXpexoS-lacZz

Souche PAO1 contenantyoS-lac4ntégré au
siteattB. T

Cette étude

PAO1RexoS-lacZ/pexoS-lux

Souche PAO1F contengméxoS-lacAntégré au
siteattB et pexoS-lux intégré au siatTn7

Cette étude

CHAMTN7T-Hpt WT

Souche CHA contenaptac-hptintégré au site
attTn7 Hpt le domainaatif de GacS (histidine
conservée) Gin

Cette étude

CHAMTN7t-Hpt mut

Souche CHA contenaptac-hptintégré au site
attTn7, Hpt le domainenuté de GacS (histidine
mutée en glutamine) Gm

Cette étude

CHAAretSMTn7T-Hpt WT

Souche CHAretScontenanptac-hpt intégré
au siteattTn7, Hpt le domaineatif de GacS
(histidine conservée) Gm

Cette étude

CHAAretSnTn7t-Hpt mut

Souche CHAretScontenanptac-hptintégré au
siteattTn7, Hpt le domainenuté de GacS
(histidine mutée en glutamine) Gm

Cette étude

Tableau 11 :Plasmides utilisés dans cette étude

Nom Caractéristiques références
P (Figurski and
pRK2013 Km', oriT helper Helinski. 1979)
Ap', sacB vecteur d’expression a
pFLP2 large spectre d’héte, recombinasg (Hoang et al., 2000)

Flp

pCR-Blunt [I-TOPO (pTOPO)

vecteur de clonage de sélection
positive; Knmi Ap'

Invitrogen

Ap', R6K Ori, mini-Tn7-T plasmide
helper, codant pour le complexe

pPTNS2 TnsABC + transposase D pour | (Choiet al, 2005)
catalyser une insertion a haute
fréquence
BT20 Vecteur du transposon mariner pour (Kulasekareet al,
P la mutagénese 2005)
PEX100T Ap~, vecteur de remplacementde  (Schweizer and

geéne issu de pUC19

Hoang. 1995)
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pEXAretS

pPEX100T contenant le fragment
SOE-PCR deetS

S. Elsen, non publié

pEXArsmA

pPEX100T contenant le fragment
SOE-PCR desmA

Cette étude

pEX-GacS-VSV-G

pEX100T contenant le fragment
SOE-PCR dgacSfusionné a la
séquence codant a I'épitope VSV-

Cette étude
G

pEX-GacS*-VSV-G

pPEX100T contenant le fragment
SOE-PCR dgacS*fusionné a la
séquence codant a I'épitope VSV

Cette étude
G

Gm, vecteur d’expression

(Newman and Fuqua.

pIN105 inductible par arabinose 1999)
pJN-GacS Gt_—:‘negag:Sfusmnne a_)BAD Cette étude
inductible par arabinose
pMP220 IncP, moldacZ sans promoteur, T¢  (Zaat et al., 1987)
PMP-pRsmY Fusion transciggtéonnellpRsmY- (Bordi et al, 2010)
OMP-pRsmZ Fusion transc,]ggtéonnellpRst— (Bordi et al, 2010)
PBBR-MCS4 Plasmide d’expression a large (Kovachet al, 1995)
spectre, Ap
pBBR-LadS GendadSfusionné glac (Ventreet al,, 2006)
Vecteur pour fusion (de Lorenzo et al.,
pVLT31 transcriptionnellgplac; Td 1993)
pVLT-rsmA Fusion transcriptionneliglac-rsmA Cette étude
pVLT-Vfr Fusion transcriptionnellglac-vfr Cette étude
Vecteur pour integration d'une
MiniCTX-lacz copie du rapporteufacZ dans le (Becher and

chromosome dB. aeruginosau
siteattB

Schweizer. 2000)

mCTXpfhal-lacZz

Fusion transcriptionnellpfhal-lacZ

Brencic

mCTXpfhaldRlll-lacZ

Fusion transcriptionnellpfhal-lacZ
(délétion du site RNAselll)

Cette étude

mCTXpmagA-lacZ

Fusion transcriptionnellpmag-lacZ

brencic

mCTXpmagAdRlll-lacZ

Fusion transcriptionnellpmag-lacZ
(délétion du site RNAselll)

Cette étude

mCTXphsiA2-lacZ

Fusion transcriptionnellphsiA2-
lacz

Cette étude

mCTXphsiB3-lacZ

Fusion transcriptionnellphsiB3-
lacz

Cette étude
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mCTXpexoS-lacZ

Fusion trans?;fztlonnellpexos- Cette étude

Vecteur mini-Tn7 avec des arrest j?Choi and Schweizer

puUC18miniTn7T transcription et un site de clonagée
) 2006)
multiple
mini-Tn7T pour la construction de . .
pUC18mTN7TGm-lacZ20 fusionsB-galactosidase (phase2 ) (Choiand Schweizer
2006)
Gnf
pUC18mTN7TpexsCEBA-lacZ Fusion traductionnellpexsCEBA- | Cette étude
pUC18mTN7Tpfhal-lacZ Fusion traductionnellpfhal-lacz brencic
pUC18mTN7Tpmag-lacZ Fusion traductionngilmag-lacz brencic

pUC18mTN7T-pGacS

Promoteur et séquence entiere du .
R . Cette étude
génegacSclonés dans le vecteur

pUC18MTN7T-Hpt WT

()

Séquence du domaine Hpt de GacS
fusionnée @tacclonée dans le Rouxet al, soumis

vecteur

pUC18mTN7T-Hpt mut

Séquence du sous domaine Hpt de
GacsS avec l'histidine conservée
mutée en glutamine fusionnée 3

ptacclonée dans le vecteur

Rouxet al, soumis

puUC18mTn7TGm-lux

Vecteur de fusion transcriptionnelle(Choi and Schweizer
luxCDABEsur le mini-Tn7T; Grh 2006)

pUC18mTN7TpexoS-lux

Fusion transcriptionngdlexoS-lux Cette étude

plIA101ARBS-gfp

Plasmide d’expression de fusion

traductionnelle gfp, Cb |. Attrée, non publié

plA101pexoS-gfp Fusion traductionnellpexoS-lacZ Cette étude
plA101pfhal-gfp Fusion traductionnellpfhal-gfp Cette étude
plA101lpmagA-gfp Fusion traductionnellpmag-gfp Cette étude

Fusion transcriptionnelle du
promoteumpcrG du SST3 fusionné & S. Elsen, non publié

plApG-lacZ
lacZ
Tableau 12 : Oligonucléotides utilisés dans cettéugle
Noms des oligos Séquences
PExoSq, (R) 5’-GGATCCGACGGACTCTGCTGA AGCGAT T-3’
PSE-exoS1 (F) 5’-GAATTCTGGTGGATGGCGGCGCGG-3’
ExsCEBA-F 5’-GAATCCGCAGAGCCAGAAGCAGAAGG-3’
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ExsCEBA-R

5’-GGATCCGGAATCCAGAGTATTCGGCTG-3’

Fhal-F 5’-GAATCCGCCAGCAAAACGGGTACATCC-3’

Fhal-R 5’-GGATCCGGTGATGGTCAATCGCAGCGGC-3’

Mag-F 5’-GAATCCTGCCGAAGCTGCTGGAGCTG-3’

Mag-R 5’-GGATCCGGCACTCGAACCGAAGATACGC-3’
GacS-Smal-F 5’-CCCGGGGAGCGTCGGCCATC-3’

GacS-Xbal-R 5-TCTAGAAGAACAGGATGCGCATGGTC-3’
Mut-RsmA-F1 5’-CCCGGGAAGCCATCGGCGACACCAAC-3’
Mut-RsmA-R1 5’-CCGGTGTACGGCGACTTCTCACATTCCTTTCTCCTCACGCGAA-3’
Mut-RsmA-F2 5’-GAAGTCGCCGTACACCGGGAG-3’

Mut-RsmA-R2 5’-CCCGGGAGGATTCGAACCTCCGACC-3’

Mut-RsmA-R3 5’-CCGACCCGACGAGTCAGAATC-3’

RetS-F1 (F) 5’-CCCGGGACTTCGCCGTGGTACGG-3’

RetS-R1 (R) 5’-GAAGTCGCTCGGCAGGCTCGCGACTCGCCGGTGTGC-3’
RetS-F2 (F) 5’-GAGCCTGCCGAGCGACTTCC-3’

RetS-R1 (R) 5’-CCCGGGCAGGGCGTCGCCCTG-3’

PSE-RsmA-F 5’-GGTCTAGAATATTCGCGTGAGGAGAAAGG-3’
PSE-RsmA-R 5’-CCA AGCTTAATTAATGGTTTGGCTCTTGATC-3’

GacS VSV-G-F1

5’-GCCCGGGCCGCAGCTCGGCCAGTTGA-3’

GacS VSV-G-R1

5’-TAATCTATTCATTTCAATATCTGTATAGAGTTCGCTGGA GTCGAGGCT-3’

GacS VSV-G-F2

5’-TATACAGATATTGAAATGAATAGATTAGGAAAATGA
CCATGCGCATCCTGTTCTTC-3’

GacS VSV-G-R2

5’-GCCCGGGCGGGTCCGGTTGTAGGCGC-3’

CHAGacS VSV-G-F1

5-GCCCGGGTAGTGCTGAAGTGGACCGG-3’

CHAGacS VSV-G-R1

5’-TTTTCCTAATCTATTCATTTCAATATCTGTATAGGCCGA
CCGCGTGCTCGG-3’

CHAGacS VSV-G-F2

5’-TAT ACA GAT ATT GAA ATG AAT AGA TTA GGA AAA TGATCCTGA
CGCTCAACCGGC-¥
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CHAGacS VSV-G-R2

5’-GCCCGGGATCAGCATCGCGCCGGGTTT-3’

P-GacS-F

5’-CCCCCGGGCAGTGTCGGATCGTCCTCGAT-3’

P-GacS-R

5’-CCAAGCTTGGTCAGAGTTCGCTGGAGTCG-3’

ARB1-Ausubel

5-GGCCAGGCCTGCAGATGATGNNNNNNNNNNGTAT-3’

MCL211

5-AAGCTGTGGTATGGCTGTGCA-3’

ARB2A-Ausubel

5’-GGCCAGGCCTGCAGATGATG-3’

MCL226

5’-AATTGTGAGCGGATAACAATTT-3’

Les bases soulignées indiquent les sites des enzymes de restriction, N symbolise n’'importe quelle
base A, T,G ou C et les séquences en gras représentent les séquences permettant les ajouts ou les

délétions des SOE-PCR.
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Abstract :

Pseudomonas aeruginosa,human opportunist, is capable of provoking aeuteé chronic
infections that are associated with a defined detvinulence factors. During chronic
infections, the bacterium accumulates mutations $itance some and activate other genes.
Here we show that an isolate from a chronic inéectin cystic fibrosis patient exhibits a
unique phenotype due to a 426bp deletion in theer81 of gacS encoding an essential
regulatory protein. This mutation disturbs the ®soh pathway leading to depletion of small
regulatory RNAs, and in consequence leads to perntaactivation of Type Three Secretion
System (T3SS), while switching off the expressibpaysaccharide Pel, and the HSI-1 Type
Six Secretion System (H1-T6SS). Having a mutationhie mucAgene, this strain exhibits
high alginate synthesis which provides it with aceid phenotype. The strain exhibits also
full ability to swim, swarm and twitch, due to adiflagellum and type 4 pili that may
contribute to its aggressive phenotype. Thus, entikassical scheme of balance between
virulence factors, clinical strains may adapt tocaloniche by expressing both aggressive

virulence factors and exopolysaccharides thatexaired for biofilm formation.
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/ Abstract

-

Pseudomonas aeruginosa, a human opportunist, is capable of provoking acute and chronic infections that are associated with a defined set of virulence
factors. During chronic infections, the bacterium accumulates mutations that silence some and activate other genes. Here we show that an isolate from a
chronic infection in cystic fibrosis patient exhibits a unique phenotype due to a 426bp deletion in the 3’ end of gacS encoding an essential regulatory protein.
This mutation disturbs the Gac/Rsm pathway leading to depletion of small regulatory RNAs, and in consequence leads to permanent activation of Type
Three Secretion System (T3SS), while switching off the expression of polysaccharide Pel, and the HSI-1 Type Six Secretion System (H1-T6SS). Having a
mutation in the mucA gene, this strain exhibits high alginate synthesis which provides it with a mucoid phenotype. The strain exhibits also full ability to swim,
swarm and twitch, due to active flagellum and type 4 pili that may contribute to its aggressive phenotype. Thus, unlike classical scheme of balance between
virulence factors, clinical strains may adapt to local niche by expressing both aggressive virulence factors and exopolysaccharides that are required for

\ _biofilm formation.
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Post-transcriptional regulation of virulence factors in CHA
Take-home messages :

' * CHA, a CF strain that displays a unique virulence phenotype : high expression of both T33S and alginates '

=> free RsmA can continuously exert an over-repression on its targets.

+ A genomic deletion |leads to the absence of both the GacS kinase and the two small regulatory RNAs RsmY and RsmZ
=> the GacS/Rsm pathway is diconnected from the negative control of the master regulatory gene RetS occuring during chronic infection
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa, a human opportunist, is capable of provoking acute and
chronic infections that are associated with a defined set of virulence factors. During

chronic infections, the bacterium accumulates mutations that silence some and activate

other genes. Here we show that a mucoid strain, named CHA, isolated from a cystic

fibrosis patient exhibits a unique virulence phenotype featuring an active Type Il
Secretion System (T3SS, hallmark of acute infections) and no synthesis of Type VI
Secretion System (H1-T6SS) involved in bacterial competition in multi-species
biofilms. This virulence profile is due to a 426bp deletion in the 3* end of the gacS gene
encoding an essential regulatory protein. The resulting absence of GacS disturbs the
Gac/Rsm pathway leading to depletion of small regulatory RNAs, and in consequence to
permanent activation of T3SS, while switching off the expression of H1-T6SS and Pel
polysaccharides. The CHA isolate also exhibits full ability to swim and twitch, due to
active flagellum and type IVa pili. Thus, unlike classical scheme of balance between
virulence factors, clinical strains may adapt to local niche by expressing both aggressive

virulence factors and alginate exopolysaccharide that promotes persistence.

INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic Gram negative bacterium, able to trigger either
severe acute or chronic human infections, depending on environmental signals it encounters.
The persistence of the bacterium during decades in the lungs of individuals with cystic

fibrosis (CF) is associated with massive and inefficient inflammation contributing to airway
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epithelium destruction, decline of lung function and frequent death due to respiratory failure
(1). During chronic infection, P. aeruginosa has to survive and adapt to the stressful
environment encountered in the CF lungs where it is indeed continuously exposed to
antibiotics, oxidative and osmotic stresses as well as active host immune system. The CF
respiratory mucus has been shown to directly impact bacterial gene transcription, a response
which differs whether strains are or not CF-adapted (2, 3). In the PAK reference strain, CF
airway fluid leads to a decreased synthesis of flagellin, a well-known pro-inflammatory
element, and promotes a Rhl-dependent Quorum Sensing (QS) response, relying on C4-HSL
autoinducer molecule (2). A CF mucoid strain triggers in response to CF niche synthesis of
enzymes protecting the bacteria against oxidative stress and activation of genes encoding
HSI-1 Type VI Secretion (H1-T6SS), a cell-cell contact system that targets Gram-negative
bacteria and plays a role in bacterial competition (4-6). The CF mucus also unexpectedly
represses alginate production (3). In addition, expression of two small RNAs (PA2G_03487.1
and PA2G_05393.1) with putative regulatory roles was affected, pointing out the major effect
of contact with CF mucus on bacterial physiology (3).

Besides these immediate adaptive responses, P. aeruginosa is also prone to
accumulate point mutations and/or significant genomic rearrangements induced by extrinsic
and intrinsic factors associated with CF chronic disease (1, 7). Mutations in global regulatory
genes, such as lasR, vfr, rpoS, or other regulatory genes such as mucA, are frequently
observed in CF isolates that profoundly affect virulence gene expression (1, 8). The most
obvious phenotypic changes of P. aeruginosa along CF disease course are mucoidy
conversion, Small Colony Variants (SCV) emergence, antibiotic multi-resistance, loss of
motility and QS-dependent regulation (7, 9). Conversion to mucoidy is proposed to be a major
survival mechanism promoting the persistence of the bacterium in CF lungs; it mostly results

from the over-expression of the alginate polysaccharide by the alternative sigma factor AlgU,
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desequestrated from its inner membrane anti-sigma partner MucA due to mucA4 mutations (10,
11). More aggressive virulence factors secreted by Type II (T2SS) and Type III (T3SS)
secretion are switched off, thus leading to CF-adapted strains usually less virulent in animal
models than the primary infecting ones (9). However, while sharing some generally-accepted
traits, adaptative evolution and resulting diversity of CF isolates can vary widely (1, 9).

The CHA strain is a good example of P. aeruginosa multifaceted adaptation in CF
disease. It has been isolated from a CF patient with a severe form of the disease (12). This is
an O6 serotype strain belonging to clone J, one common clonal group disseminated
worldwide (13). CHA is mucoid (14), a hallmark of chronicity, but at the same time, is a
highly efficient T3SS effector-producer fitting with acute infectious status (15-18).

Using extensive phenotypic and complementation experiments in parallel to genome
analysis, we report in the present study that virulence properties of CHA result from an
intrinsic genetic deletion leading to the absence of the histidine kinase (HK) GacS. In concert
with RetS and the LadS HKs which modulate GacS activity, the GacS/GacA two-component
regulatory system (TCS) controls expression of two small regulatory RNAs (sRNAs), RsmY
and RsmZ, and consequently of further target genes of the RNA-binding protein RsmA. The
RetS/LadS/Gac/Rsm cascade is known to be a master regulator of the virulence factors of P.
aeruginosa, controlling the switch in their expression during the acute/chronic phase
transition (19). Hence, mutations in this regulatory pathway profoundly impact the global

virulence traits, as illustrated with the CF isolate CHA.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains. The P. aeruginosa and Escherichia coli strains, as well as the plasmids
used in this study, are listed in Table 1. Cells were grown aerobically in Luria Bertani (LB)

medium at 37 °C with agitation. P. aeruginosa was also cultured on Pseudomonas Isolation
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Agar plates (PIA; Difco). Antibiotics were added at the following concentrations (in pg/ml):
100 (ampicillin), 25 (gentamycin), 25 (kanamycin) and 10 (tetracyclin) for E. coli, 500 (CHA)
or 200 (PAO1) (carbenicillin), 400 (CHA) and 200 (PAO1) (gentamycin) and 200
(tetracyclin) for P. aeruginosa.

Genetic constructions. Mutagenesis of rsmA and retS — The DNA fragments needed for
deletion experiments were amplified by the Splicing by Overlap Extension-Polymerase Chain
Reaction (SOE-PCR). The upstream and downstream flanking regions of »smA and retS were
amplified using CHA genomic DNA and both couples of primers: Mut-RsmA-F1 (Smal site
at its 5”)/Mut-RsmA-R1 and Mut-RsmA-F2/Mut-RsmA-R2 (Smal site at its 5°) for rsmA,
RetS-F1 (Smal site at its 5”)/RetS-R1 and RetS-F2/RetS-R2 (Smal site at its 5”) for retS. Each
of the two fragments (453 bp and 411 bp for rsmA, 431 bp and 421 bp for retS) were used for
a third PCR step using Mut-RsmA-F1/Mut-RsmA-R2 or RetS-F1/RetS-R2. The resulting 846
bp and 834 bp fragments were cloned into pCR-Blunt II-TOPO vector and sequenced. After
cleavage with Smal, the SOE-PCR fragments were inserted into the suicide plasmid pEX100-
T giving pPEXARsmA and pEXARetS. These plasmids contain the counter-selectable sacB
marker from Bacillus subtilis, which confers sensitivity to sucrose. The two pEX100-T
derived plasmids were introduced into P. aeruginosa CHA strain by triparental mating, using
the conjugative properties of the helper plasmid pRK2013. Co-integration events were
selected on PIA plates containing carbenicillin. Single colonies were then plated on PIA
medium containing 5% sucrose to select for the loss of plasmid: the resulting strains were
checked for carbenicillin sensitivity and for rsmA or retS (wild-type or deleted gene) genotype
by PCR.

Chromosomal fusion of VSV-G epitope to gacS — The sequence coding for VSV-G was
introduced in-frame at the 3° end of PAO1 gacS or CHA gacS* using SOE-PCR strategy. The

upstream and downstream flanking 3’ regions of gacS and gacS* were amplified using PAO1
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or CHA genomic DNA, respectively, and both couples of primers : GacS VSV-G-F1 (Smal
site at its 5”)/GacS VSV-G-R1 and GacS VSV-G-F2/GacS VSV-G-R2 (Smal site at its 5°) for
gacS, CHAGacS VSV-G-F1 (Smal site at its 5”)/ CHAGacS VSV-G-R1 and CHAGacS VSV-
G-F2/ CHAGacS VSV-G-R2 (Smal site at its 5°) for gacS*. Each of the two fragments (418
bp and 428 bp for gacsS, 390 bp and 395 bp for gacS*) were used for a third PCR step using
GacS VSV-G-F1/ GacS VSV-G-R2 or CHAGacS VSV-G-F1/ CHAGacS VSV-G-R2. The
resulting 813 bp and 752 bp fragments were cloned into pCR-Blunt II-TOPO vector and
sequenced. After cleavage with Smal, the SOE-PCR fragments were inserted into the suicide
plasmid pEX100-T giving pEX-GacS VSV-G and pEX-GacS* VSV-G. Allelic replacement
was performed as described above. The presence of VSV-G-encoding sequences in the PAO1
and CHA genomes was identified by PCR and confirmed by sequencing of PCR fragments.
Complementation - For rsmA complementation, a 230 bp region encompassing rsmA gene
was amplified by PCR from PAO1 genomic DNA using PSE-RsmA-F and PSE-RsmA-R
primers. The PCR product was cloned into pCR-Blunt II-TOPO and sequenced. The Xbal-
HindIll fragment was then excised and cloned into the plasmid pVLT31 cut with the same
enzymes: rsmA expression is drived by IPTG-inducible plac promoter. For gacS
complementation, a 2847 bp region encompassing the entire gacS sequence was amplified by
PCR from PAO1 genomic DNA using GacS-Smal-F and GacS-Xbal-R primers. The PCR
product was cloned into pCR-Blunt II-TOPO and sequenced. The Smal-Xbal fragment was
then excised and cloned into Smal-Xbal-cut pJN105: gacS expression is drived by arabinose-
inducible pBAD promoter. The two expression vectors were introduced in P. aeruginosa by
transformation (32).

An integrative plasmid was also constructed to complement gacS mutation with one
copy of the gene driven by its own promoter and integrated into the genome. A 3041 bp

region, comprising the 245 bp sequence upstream from gacS and the entire gene, was
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amplified by PCR using P-GacS-F and P-GacS-R primers and PAOI genomic DNA as a
matrix. The Smal-Hindlll fragment was excised and cloned into pUCI18-miniTn7T-Gm-
LacZ20 previously cut with the same enzymes. The resulting plasmid was electroporated into
the CHA strain along with the pTNS2, as described (26), leading to the CHA-GacS strain.

The sequences of all primers will be given on request.

R-Galactosidase assays. p-Galactosidase activity was assayed according to Miller as
already described(33).

Animals. All protocols in this study were conducted in strict accordance with the
French guidelines for the care and use of laboratory animals. The protocol for mouse infection
was approved by the animal research committee of the institute (CETEA). Pathogen-free
BALB/c male mice (8-10 weeks) were obtained from Harlan Laboratories and housed in the
CEA animal care facilities.

P. aeruginosa-induced lung injury. Bacteria were grown to an optical density of 1.0
at 600 nm (A4499) in LB, at 37°C. They were centrifuged and resuspended in sterile PBS at 1.7
x 10® per ml as evaluated by spectrometry. Mice were anesthetized by intraperitoneal
administration of a mixture of xylazine (10 mg/kg) and ketamine (50 mg/kg). Then, 30 ul of
bacterial suspension (i.e. 5 x 10° bacteria) were deposited into mouse nostrils. For survival
curves, time of mouse death was noted and presented as Kaplan-Meyer curves (n = 10 per
condition). Statistical differences were established by Log-Rank test. For investigation of
bacterial dissemination (n = 5 per condition), mice were euthanized by CO, inhalation 15 h
later. Blood was withdrawn in the heart and spleens were dissected and homogenized with a
Polytron in 2 ml PBS. Colony-forming units in each tissue were counted after serial dilutions
and spreading on PIA plates. In uninfected mice, no CFU were observed. Statistical

differences were established by Mann-Whitney test.
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T3SS-dependent cytotoxicity assay. Bacteria were grown in LB to an 4gp 1.0 and
added to macrophage cell line J774 at a multiplicity of infection (MOI) of 5. Cell death was
assessed at 3 h post-infection by using a cytotoxicity detection kit (lactate dehydrogenase
LDH; Roche) as described (15).

Sample preparation, antibodies and immunoblot analysis. H1-T6SS Hcpl
production and secretion was assessed as described (34). For GacS-VSV-G and GacS*-VSV-
G analysis, 100 pl of cultures at Agp of 2.8-3.0 were harvested and analyzed as the total
bacterial fraction. The rest of each culture was centrifuged, treated by lysozyme, and
disrupted by sonication. After ultracentrifugation, the membranes were washed and 2 pug of
proteins were submitted to SDS-PAGE and immunoblotting analysis.

The following antibodies were used: polyclonal antibodies anti-Hcpl already
described (34); polyclonal antibodies anti-VSV-G (Sigma Aldrich); monoclonal antibodies
anti-RpoA (Neoclone); anti-Opr86 polyclonal antibodies, obtained after immunization of
rabbits with HIS-Tev-0-Opr86 (G629-N752) and used at 1:2000. The commercial secondary
antibodies (anti-rabbit-HRP, anti-guinea pig-HRP, anti-mouse-HRP) were wused as
recommended by the manufacturers.

Motility assays. Motilities were assayed on media as described (35). All plates were
inoculated with bacteria from overnight cultures on LB agar using sterile toothpicks.

Air-liquid biofilm. The P. aeruginosa adherence assay was performed in individual
plastic tubes as described (36).

(q)RT-PCR. For RT-PCR experiments, total RNA from 500 ul of PAO1 and CHA
cultures (Aggpo of 1.0) was extracted with the TRIzol Plus RNA Purification Kit (Invitrogen)
then treated with DNase I (Amplification Grade, Invitrogen). Complementary DNA synthesis
was carried out on 400 ng of RNA with SuperScript III First-Strand Synthesis System

(Invitrogen) in presence or not of the SuperScript III RT enzyme to assess the absence of
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genomic DNA. PCR amplifications were performed using 7TagPCRx DNA Polymerase
(Invitrogen), with 1ul of cDNA in a 20ul final volume, following the Basic PCR protocol
described by the manufacturer. Calibration of the PCR amplification steps was done by
varying number of cycles with primers targeting either the gacS gene or 16S RNA as a
reference transcript. For qRT-PCR experiments, the CHA strains harboring pJN-GacS
plasmid or the corresponding pJN105 empty vector were grown at 37°C under agitation in LB
supplemented with SmM EGTA and 20 mM MgCl,, conditions of in vitro T3SS induction.
When Agyy reached 4, total cellular RNA from 10 ml of cultures was isolated, using the
PureYield RNA Midiprep System (Promega), cleaned up and concentrated using the RNeasy
kit (Qiagen). Yield, purity and integrity of RNA were further evaluated on Nanodrop and by
agarose gel migration. Reverse transcription was performed on 2 ug of RNA by using the
SuperScript III first strand synthesis system. The real-time PCR runs were carried out on a
CFX96 Real-Time System (Bio-Rad). Cycling parameters of the real time PCR were 98 °C
for 2 min, following by 45 cycles of 98 °C for 5 s and 60 °C for 10 s, ending with a melting
curve from 65 °C to 95 °C to assess the specificity of the amplification. To determine the
amplification kinetics of each product, the fluorescence derived from the incorporation of
EvaGreen into the double-stranded PCR products was measured at the end of each cycle using
the SsoFast EvaGreen Supermix 2X Kit (Biorad). The results were analyzed using the Bio-
Rad CFX Manager Software 3.0 (Bio-Rad). The relative mRNA quantity of each gene under
GacS production as compared to absence of production was analyzed using the Relative
Expression Software Tool REST2009 (Qiagen) with a pair wise fixed reallocation
randomization test coupled to a standard error (SE) calculated via a Taylor algorithm. The
16S gene was used as reference for normalization. The sequences of all primers will be given

on request.
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RESULTS

Expression of T3SS and H1-T6SS in virulent CHA strain. As CF strains usually exhibit a
decreased toxicity compared to strains triggering acute infection (9), we compared the
virulence of CHA to that of the PAOIF reference strain, a wound isolate. The CHA strain,
which is an efficient T3SS effector-producer, was clearly more virulent than the PAOT1F strain
in a murine acute model of lung infection (Fig. 1A); this was associated with an increased
dissemination of the bacteria both in blood and spleen compared to PAO1F (Fig. 1B). As
expected, the CHA T3SS-deficient strain exhibited a reduced toxicity in the model (not
shown) which is in agreement with a previous report pointing to T3SS being a major actor in
the virulence of CHA (16).

We then examined the expression of H1-T6SS, known to be active during chronic
infection (4, 5) and secreting bacterial toxins used for killing and competing with other
species in the crowded biofilm community. Surprisingly, H1-T6SS production was
undetectable in CHA as compared to other strains, notably CF strains TB, LES400, KK 1 and
CF6, or reference strains PAO1, PA7 and PAK as assessed by the production of the Hepl
component of the T6SS apparatus (Fig. 2A). The transcriptional fusion of fhal (PA0081) gene
made of its promoter fused to /acZ reporter was transcribed in CHA, albeit 2.4 fold less than
in PAO1, while the corresponding translational fusion exhibited no reporter activity in CHA
(Fig. 2B). These results strongly suggested that CHA was incapable of H1-T6SS synthesis
due to a default of mRNA stability and/or protein translation rather than a significant altered
hsi-1 gene transcription.

Levels of RsmA and RsmY/Z are perturbed in CHA. T3SS and the H1-T6SS are
known to be in opposite manner modulated by RsmA, a translational regulator. RsmA binding
to its target mRNAs is prevented by interaction with two regulatory small RNAs (sRNAs),

RsmY and RsmZ, whose expression is controlled by the Gac/Rsm cascade (27, 37). Therefore,
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we examined in CHA the rsmY and rsmZ expression. In PAOI, the two sRNAs were
efficiently expressed, with higher level of rsmY expression compared to that of rsmZ (Fig. 3),
as already reported (3, 38). However, the rsmY gene was not expressed in CHA, and only a
slight expression of rsmZ was observed, mainly in overnight culture (Fig. 3). These data
strongly suggested that amounts of RsmY and RsmZ sRNAs were not sufficient to efficiently
titrate RsmA and to relieve its effect on its target mRNAs.

This hypothesis was confirmed by the high amount of Hepl protein produced in the
supernatant and whole cell extracts of the CHAArsmA mutant, phenotype corrected by
introduction of the rsmA wild-type gene in trans (Fig. 4A). Additionally, highly active T3SS
of CHA was completely abolished by rsmA deletion and further re-induced by rsmA
complementation (Fig. 4B).

Taken together, the defective HI-T6SS synthesis in the CHA strain, resulting from a
constant translational inhibition exerted by RsmA on H1-T6SS mRNAs, and the highly active
T3SS, indirectly activated by RsmA, are both related to a defective rsmY/Z gene expression.

A 426 bp chromosomal deletion led to a truncated and unstable GacS
We then investigated the other regulatory players that could be involved in this deregulation.
Examination of genome sequence of CHA identified a 426 bp deletion in the chromosome
that affects the 3’ extremity (last 146 nucleotides) of gacS and the 5’ extremity (first 278
nucleotides) of the downstream gene /dhA, encoding a lactate dehydrogenase (Fig. SA) (39).
This gacS deletion generates a putative truncated protein GacS* possessing 19 unrelated
residues in place of the 48 C-terminal residues of the PAO1 GacS protein (Fig. 5B). The three
phosphorylation sites (residues His, Asp and His) are conserved (Fig. 5C) but the fifth helix
of the Histidine PhosphoTransfer (Hpt) domain is missing (Fig. 5D).

To test whether this deletion impacts the stability and/or functionality of GacS*, we

first provided in trans the Hpt domain of PAO1 GacS protein (40), which although produced,
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did not complement the GacS* function (not shown). In agreement with this absence of
complementation, GacS*-VSV-G could not be detected in CHA, neither in the membranes
nor in the whole cells, although GacS-VSV-G was clearly present in the membrane of the
PAO1 strain (Fig. SE). We ruled out the possibility that the absence of GacS* was a
consequence of a transcription defect or an effect of the genomic deletion on mRNA stability
by comparing the level of gacS transcripts in both PAO1 and CHA strains using RT-PCR (Fig.
5F). Altogether, these results strongly suggested that truncation of GacS* C-terminus in CHA
led to a translational defect or an unstable protein.

We next provided to the CHA strain the PAO1 gacS gene cloned under the control of
the pBAD promoter. Introduction of functional gacS gene increased amounts of rsmY and
rsmZ transcripts as assessed by qRT-PCR (Fig. 6), data corroborated by the restoration of
rsmY/Z promoter expression (Fig. 3). GacS also increased quantity of PA0094 transcripts,
PA0094 being a part of the H1-T6SS-encoding cluster (Fig. 6), as well as synthesis of Hepl
(Fig. 4A). Introducing a gacS version in CHA also reduced significantly the level of exoS
transcription, thus affecting the T3SS-dependent cytotoxicity on J774 macrophages (Fig. 4B).
However, even though retS deletion did not affect T3SS activity, introducing gacS in the
CHAAretS background abolished it completely (Fig. 4B), indicating that absence of GacS
may allow CHA to escape from the negative control exerted by RetS on T3SS during chronic
infection.

Taken together, these results demonstrated that the truncation of GacS in CHA is
responsible for defect in rsmY/Z gene expression as well as for regulation exerted on T3SS
and H1-T6SS synthesis.

The physiological absence of GacS shapes the phenotype of the clinical isolate
Approximately 500 genes are modulated, directly or indirectly, by the Gac/Rsm cascade (27,

38, 41), so we wondered what could be the impact of gacS inactivation on other virulence
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traits. Among them, RsmA positively affects genes involved in formation of type IV pili and
function of the flagellum (41); these extracellular appendages are fundamental for motility,
biofilm formation, and efficient injection of T3SS toxins into eukaryotic cells as this process
requires cell adherence (42-44). A way to assess their presence and activity is to observe the
swimming and swarming motilities of the P. aeruginosa strains (35). CHA clearly possesses
functional flagellum and Type IVa pili as it is able to swim comparably to PAO1 and exhibits
even a better twitching motility (Fig. 7A). As expected, rsmA mutation in CHA resulted in a
decrease in the two motilities. Introduction of a functional copy of gacS in the chromosome of
CHA did not substantially change its swimming motility, and only twitching was affected and
down-regulated in our laboratory conditions (Fig. 7A). Thus, unlike most CF-adapted strains
(7), CHA is a motile CF strain, with efficient flagellum and Type IVa pili which may
contribute to its aggressive phenotype.

Since synthesis of Pel and Psl exopolysaccharides is known to be under the control of
the Gac/Rsm post-transcriptional cascade and to mediate biofilm formation (37, 44), we next
examined the ability of CHA and different mutants to form biofilm and synthesize Pel
exopolysaccharide beside constitutive alginate production. CHA did not form biofilm rings in
static growth conditions and inactivation of rsmA gene in CHA led to a hyperbiofilm
phenotype (Fig. 7B). Introduction of a wild-type gacS gene in trans restored the ability of
CHA to produce biofilm and triggered a 8.3 increase in pelA transcript level (Fig. 6), while it
further enhanced biofilm production in a CHAAvetS strain (Fig. 7B).

Interestingly, different from the blue-green color of PAO1, the CHA strain exhibits a
reddish color on PIA plate, resulting from a diffusible molecule (Fig. 7C). This phenotype
was not due to pyomelanin production, since inactivation of the Apd gene encoding the
enzyme synthesizing HGA pyomelanin precursor (45) did not affect pigmentation (not

shown). We showed that production of this pigment is under control of the Gac/Rsm pathway.
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Indeed, inactivation of rsmA abolished the red pigmentation to a level comparable to the one
observed when wild-type gacS was introduced in a CHAAretS background (Fig. 7C).
Complementation of CHA with gacS affected only slightly the phenotype. These data
indicated that production of this red pigmentation should escape from the negative control of
RetS during chronic infection. It is known that RsmA controls synthesis of pigments like
pyocyanin (41, 46), and P. aeruginosa is able to synthesize other phenazines, as two red
pigments called aeruginosins A and B, whose biological relevance is not known (47).
Therefore the coloration may rely on specific combination and quantities of these pigments. It
is important to point out that phenazines are pigments with redox properties that contribute to
bacterial pathogenicity in both acute and chronic models of infection. Furthermore, identity
and amount of phenazines are crucial for toxicity as well as biofilm formation ((48) and
references herein). For exemple, the precursor of pyocyanin, called SMPCA, was shown to
be more efficient for yeast killing than pyocyanin itself (47). Therefore, identifying the nature
of the pigment(s) produced by CHA due to a dysregulation of the Gac/Rsm pathway would
help to measure the physiological impact of this pigmentation reprogrammation.

All these data indicated that a deletion in gacS shapes pathogenic ability of the CHA
clinical isolate by blocking the Gac/Rsm pathway. Indeed, CHA is a mucoid and motile
strain expressing acute virulence factors that has lost the ability to switch from acute to
chronic lifestyle. This is due to absence of GacS protein, whose activity cannot be modulated

by RetS or LadS.

DISCUSSION
Particular environmental conditions found in chronic infection, such as in CF, force P.
aeruginosa to adapt in order to survive. In this work, by combining genomic and extensive

phenotypic analyses, we found that an intrinsic genomic deletion in the CF strain CHA equips
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bacteria with virulence factors that are considered to be more aggressive and are in general
associated with acute infections. Indeed, one of the key regulatory pathways, the
RetS/LadS/Gac/Rsm pathway, proposed to control the transition between acute and chronic
infection-associated phenotypes (37, 49), is impaired by a genomic deletion that affects the
gacS gene region leading to an unstable truncated form of GacS. The same signalling pathway
was found affected by mutations either in ladS (50) or in retS (51) in two other clinical strains
isolated from acute and chronic infection, respectively. However, inactivation of GacS, the
master regulator of this pathway, impacts more strongly the read-outs than that of LadS and
RetS, by blocking the switch orchestrated by the Gac/Rsm pathway.

Spontaneous mutations in gacS and/or gacA represent the most important mechanism
responsible for phenotypic variation of many pseudomonads species, as observed in
rhizosphere-associated Pseudomonas (52). Thus, Pseudomonas sp. strain PCL1171 undergoes
phase variation which is characterized by different production of secondary metabolites and
exoenzymes. The switch was reported to be caused by spontaneous and reversible mutations
in gacS and gacA genes, probably generated randomly by an inefficient MutS-dependent
repair of replication-related mismatches (52, 53). One of these gacS mutations, a spontaneous
307 bp deletion event, implied as a prerequisite for the recombination rearrangement a
mutation leading to a perfect 10 bp-direct repeat (53). A similar mechanism might have
occurred in CHA genome to generate the deletion between the two 11-tandem imperfect
repeats (5’-CGGCCTGCCA/GG) flanking the 3’ end of gacS and the 5’ end of /dhA4 in PAO1
genome (Fig. 54).

Numerous P. aeruginosa phenotypic variants are retrieved from the CF lungs, as the
genome indeed constantly accumulates mutations (1, 7) and even short-term growth in
biofilm was shown to generate high genetic diversity in P. aeruginosa communities (54).

Interestingly, gacS mutants in PA14 are prone to generate stable SCVs when growing in
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biofilm or exposed to stresses (55) as well as in vivo (56). When CHA was grown in static
conditions in vitro, we also observed the emergence of stable SCV-like colonies (not shown).
These observations suggest that the absence of GacS might have conferred to the CHA
bacterium further advantage for persistence in CF lung by providing it the capacity to convert
to stress-tolerant SCVs.

Clone CHA strains were isolated worldwide from rivers in Germany, soil in Japan,
and from several CF patients in Central Europe (13). In addition to the original clone used in
this study, two other clone CHA strains, one isolated from environment and another from
sputum of a CF patient with normal lung function, were sequenced (39). Interestingly, only
the here-characterized CHA strain harbors a gacS deletion that affects so strongly its virulence
properties. Genome examination did not highlight any other genetic event that could explain
such deregulation (39). This indicates that strains of the same clonal group isolated from such
diverse environments do not necessarily share the same infective properties (39). Analysis of
numerous CF strains with the same T6SS/T3SS pattern of expression will help determining
whether this genetic mechanism of turning a bacterium to hypervirulence is an isolated
phenomenon or if it is a widespread alternative among CF lung isolates.

The CHA strain over-expresses alg genes and overproduces alginate (14); this mucoid
phenotype is due to one mutation in mucA leading to replacement of Ala5 residue by Gly in
the anti-sigma MucA protein (39) (Supplemental Fig. S1). Several reports indicated that mucA
mutation negatively affects flagellum motility (11, 57), leads to a reduced expression of T3SS
(58) as well as of other traits of acute virulence like elastase (59), suggesting that mucoidy
correlates with reduced virulence (60, 61). However, despite a mucoid phenotype, CHA is
endowed with efficient T3SS and also motility appendages that may contribute to its
aggressive phenotype. Furthermore, the cAMP/Vfr-dependent signalling (CVS) pathway,

known to activate synthesis of the virulence factors associated with acute disease such as the
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T3SS, was shown to be turned-off in mucA-mutant strains by a mechanism involving AlgU
and AlgR; this pathway thus activates alginate synthesis and reduces T3SS-dependent
virulence (60). However, inactivation of vfr does not affect T3SS in CHA (B. Toussaint,
personal communication). A cross-talk between CVS and Gac/Rsm pathways has been
unravelled, as vfi expression is positively controlled by RsmA, mechanism through which the
Gac/Rsm pathway could positively affect expression of acute virulence factors (19, 41).
However, unlike inactivation of rsmA, that of vfrr does not impact T3SS in CHA, and could
not account for the RsmA positive control of T3SS genes in this isolate. Hence, neither the
Gac/Rsm pathway nor the CVS pathway modulates the highly active T3SS in this isolate.
Besides these pathways, other elements influence expression of virulence factors involved in
acute and persistent infections, such as the second messenger c-di-GMP, which has been
recently shown to regulate in opposite manner T6SS and T3SS expression (62). Interestingly,
the c-di-GMP dependent-switch is linked, at an unknown level, to the RetS/Gac/Rsm pathway
and requires the regulatory sRNAs. As no efficient amounts of sSRNAs are synthesized in
CHA, the role of c-di-GMP in the regulation of virulence factors is not known. Probing the
role of this second messenger, understanding how the T3SS escapes from the Vfr regulation
and establishing the molecular link coupling T3SS and CVS pathway will be the topic of
future work. To conclude, these data clearly establish that adaptation in CF lungs generates
clones with profound deregulation in the intertwined pathways controlling pathogenicity and
their study can allow identifying the different molecular links connecting the essential

regulatory cascades and new therapeutic targets.
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FIGURE LEGENDS

FIG 1 Survival rates and bacterial dissemination in CHA-infected mice. Acute pneumonia
was provoked in mice by nose instillation of a bacterial suspension (5. 10° CFU) of either
CHA or PAOIF. (A) Kaplan-Meyer survival curves were established from 10 infected mice
per strain. Statistical differences were calculated with LogRank test. (B) Mice were
euthanized 15 hours post-infection; blood and spleen were withdrawn and P. aeruginosa CFU
were determined in each tissue. Data represent the mean CFU + SEM calculated for total
tissue (n = 5 mice per strain). Statistical differences between strain dissemination: p = 0.009
(*) in blood and spleen as established by Mann-Whitney test.

FIG 2 H1-T6SS is turned off in the CHA strain. (A) Western blot analysis of Hcpl from
different P. aeruginosa CF and non-CF strains. The cytoplasmic RpoA protein is used as a
loading marker. (B) B-galactosidase activities measured at Agp of 1.5 from PAO1 and CHA
strains containing either a transcriptional or translational pfhal-lacZ fusions, as indicated. The

bars indicate the standard deviations.
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FIG 3 Expression of the regulatory sSRNAs is affected in the CHA strains. The expression of
prsmY::lacZ and prsmZ::lacZ were measured in PAO1 and CHA at two different 4¢p. When
indicated, the pJN-GacS plasmid was introduced. The plasmid pMP220 is the promoter-free
lacZ plasmid used as a control. The reported values for enzyme activities are the average of at
least two independent experiments performed in triplicate. The bars indicate the standard
deviations. O/N: overnight culture.

FIG 4 RsmA is responsible for absence of H1-T6SS and high T3SS activity in CHA. (A) The
Hcpl synthesis and secretion were analysed by Western blot in the different strains as
indicated. The cytoplasmic RpoA protein was used as a loading marker. Bac: bacteria, sup:
supernatant. (B) T3SS-dependent cytotoxicity on J774 macrophages of wild-type, mutants
and plasmid-complemented strains. Cytotoxicity was measured after 3 hours of infection and
is expressed as a percentage of the total amount of LDH released from cells lysed with 1%
Triton X-100. All tests were performed in triplicate.

FIG 5 A genomic deletion in CHA affects the GacS regulator. (A) Genetic organization of
gacS (PA0928, 2778 bp) and ldhA (PA0927, 990 bp) in PAOI1. A 426 bp deletion in the CHA
chromosome leads to 3’ truncated gacS* and 5’ truncated /dhA gene. The two 11-tandem
imperfect repeats located into the PAO1 genes are depicted as arrowheads. (B) Sequence
alignment of the Hpt (Histidine phosphotransfer) and Hpt* (truncated domain) domains of
PAO1 GacS and CHA GacS*, respectively. The 48 last amino acids of GacS Hpt are replaced
by unrelated 19 amino acids in Hpt*, at the position indicated by brackets. The star points to
the conserved phosphorylated Histidine 859 residue. (C) GacS* contains all the
phosphorylation sites but lacks the C-terminal part of Hpt domain. The length in amino acids
(aa) of the proteins is indicated in brackets. TM: transmembrane helix. (D) Modelisation of
Hpt and Hpt* domains of GacS and GacS*, respectively, using PyMol. One of the helices of

the four-helix bundle motif featuring the Hpt domain, that is indicated by an arrow, is missing
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in the predicted Hpt* domain. (E) Western blot analysis of GacS-VSV-G and GacS*-VSV-G
in the whole bacteria (B) and in the membrane fraction (Mb) of PAOI and CHA. The blots
were developed by antibodies specific to the VSV-G epitope and to the porin Opr86
(PA3648) (loading control) as indicated. Note the absence of GacS*-VSV-G. Localisation of
a molecular weight marker is indicated at the left (in kDa). (F) RT-PCR analysis of gacS gene
transcript in PAO1 and CHA. The indicated numbers of PCR cycles are indicated. 16S rRNA
(16S) transcript levels indicate equal loading. Samples lacking SuperScript III RT enzyme

during RT step (- RT) show that no DNA contamination was present.

FIG 6 Complementation of CHA with gacS impacts SRNAs expression as well as amount of
major RsmA-target mRNAs, as assessed by qRT-PCR analysis. Relative mRNA quantity
compares CHA/pJN-GacS to CHA/pJN105. Positive values indicate that mRNA levels are
higher in gacS-complemented CHA. The p-values were calculated with REST2009 using Pair

Wise Fixed Reallocation Randomisation Test. * p < 0.025, * * : p <0.0015; *** : p<0.0002.

FIG 7 Impact of gacS inactivation in CHA on different virulence traits. (A) Swimming (left)
and twitching (right) motilities of indicated strains. CHA-GacS contains the gacS gene
amplified from PAOI integrated into the chromosome. The images of the plates are
representative with regard to both the extent of spreading and morphology of motile bacteria.
(B) Air-liquid biofilm assay of indicated strains, containing either the empty plasmid (control)
or the plasmid expressing the protein of interest, as indicated. For the assays with GacS, 0.5 %
arabinose was added in the medium. Biofilm was stained with crystal violet after 24 h at 30°C
and quantified. The means of each assay performed in quadruplicate and their standard
deviation are indicated below the corresponding pictures. (C) Pigment production in CHA is
strongly affected by rsmd4 mutation, and retS mutation when gacS$ is integrated into the

chromosome, as observed on PIA plate.
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this work

Strain or plasmid Relevant characteristics Source/reference

P. aeruginosa
PAO1 Wound isolate, sequenced laboratory strain J. Mougous
PAOIF Laboratory selected PAOI A. Rietsch
TB (TBCF10839) Cystic fibrosis (CF) isolate (20)
LES400 CF epidemic strain (21)
KK1 CF isolate (22)
CFo6 CF isolate (15)
PA7 Wound isolate (23)
PAK Clinical isolate D. Bradley
CHA Mucoid CF isolate (12)
CHA-GacS CHA with wild-type gacS in the chromosome This study
CHAArsmA CHA deleted of the rsmA gene This study
CHAAretS CHA deleted of the retS gene This study
CHAAretS-GacS CHAARetS with wild-type gacS in the chromosome This study

E. coli
pCR-Blunt I[I-TOPO | Kn'; commercial cloning vector Invitrogen
pEX100-T Ap"; mobilisable vector, non-replicative in P. aeruginosa (24)
pRK2013 Kn'; helper plasmid with conjugative properties (25)
pUCI18-mini-Tn7T- | Gm'; translational fusion vector
lacZ20-Gm (26)
pUC18-mini-Tn7T- | Promoter and entire gacS sequence of PAO1 cloned into
pGacS the integrative vector This study
pUCI18-miniTn7T- | pfhal-lacZ translational fusion in pUC18-mini-TN7T-
PAO0O081-lacZ lacZ20-Gm 27)
pCTX-PA0081-lacZ | Tc'; pfhal-lacZ transcriptional fusion in mini-CTX-lacZ 27)
pIN105 Gm'; pBAD transcriptional fusion vector (28)
pIN-GacS pBAD-gacS transcriptional fusion in pJN105 This study
pVLT31 Tc'; plac transcriptional fusion vector (29)
pVLT-RsmA plac-rsmA transcriptional fusion in pVLT31 This study
pMP220 Tc'; lacZ transcriptional fusion vector (30)
pMP220-rsmY-lacZ | prsmY-lacZ transcriptional fusion in pMP220 (31
pMP220-rsmZ-lacZ | prsmY-lacZ transcriptional fusion in pMP220 31
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Supplemental Figure S1

The mucoid phenotype of CHA is complemented by a functional mucA copy.
CHA strains containing either pJN105 (empty vector) or pJN-MucA were plated on PIA

plates containing gentamicin and arabinose, as indicated, for 16 hours at 37°C.
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Summary

Pseudomonas aeruginosa is capable of injecting
protein toxins into other bacterial cells through one
of its three type VI secretion systems (T6SSs). The
activity of this T6SS is tightly regulated on the
posttranslational level by phosphorylation-dependent
and -independent pathways. The phosphorylation-
dependent pathway consists of a Threonine kinase/
phosphatase pair (PpkA/PppA) that acts on a
forkhead domain-containing protein, Fhal, and a peri-
plasmic protein, TagR, that positively regulates PpkA.
In the present work, we biochemically and function-
ally characterize three additional proteins of the
phosphorylation-dependent regulatory cascade that
controls T6S activation: TagT, TagS and TagQ. We
show that similar to TagR, these proteins act
upstream of the PpkA/PppA checkpoint and influence
phosphorylation of Fhal and, apparatus assembly
and effector export. Localization studies demonstrate
that TagQ is an outer membrane lipoprotein and TagR

Received 1 December, 2011; revised 25 May, 2012; accepted 31 May,
2012. *For correspondence. E-mail iattreedelic@cea.fr; Tel.
(+33) 438783483; Fax (+33) 438784499. 'Present address: BCI,
‘Bacterial Pathogenesis and Cellular Responses’, iRTSV, CEA-
Grenoble, 17 rue des Martyrs, 38054 Grenoble cedex 09, France.
#Contributed equally to this work.

© 2012 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd

is associated with the outer membrane. Consistent
with their homology to lipoprotein outer membrane
localization (Lol) components, TagT and TagS form a
stable inner membrane complex with ATPase activity.
However, we find that outer membrane association of
T6SS lipoproteins TagQ and TssJ1, and TagR, is unal-
tered in a AtagTS background. Notably, we found that
TagQ is indispensible for anchoring of TagR to the
outer membrane fraction. As T6S-dependent fitness
of P. aeruginosa requires TagT, S, R and Q, we con-
clude that these proteins likely participate in a trans-
membrane signalling pathway that promotes H1-T6SS
activity under optimal environmental conditions.

Introduction

Bacteria cope with their environment through an arsenal
of secreted macromolecular products that are trans-
ported across the bacterial envelope by protein com-
plexes called secretion systems. Gram-negative bacteria
possess six secretion machineries, each of divergent
composition and function (Desvaux et al., 2009; Bleves
etal.,, 2010). Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic
human pathogen associated with a variety of acute and
chronic diseases, possesses five of these, including the
types Il and VI secretion systems (T3SS and T6SSs)
(Bleves etal,, 2010). A defining feature of these two
protein export machines is that they allow for the export
of cargo proteins directly into eukaryotic and/or prokary-
otic cells (Cornelis, 2010; Schwarz et al., 2010). While
the composition and mechanism of the T3SS has been
studied in great detail (Galan and Wolf-Watz, 2006;
Mattei etal., 2010), the existence of T6SS has been
described only recently and their function and composi-
tion are still largely unexplored.

T6SSs are encoded by genes organized in operons
within genetic islands. In some instances, multiple T6SS
are present in a given bacterial genome (Cascales, 2008;
Filloux etal., 2008; Boyer et al., 2009). Bioinformatics
studies revealed that T6SSs are composed of 13 highly
conserved core components and a set of additional pro-
teins termed Tags (type six secretion-associated genes)
(Shalom et al., 2007; Boyer et al., 2009). Two core com-
ponents are similar to lcmF and DotU of type IV secretion
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system (T4SS) (Fronzes et al., 2009; Ma et al., 2009),
and one protein, CIpV, belongs to a family of AAA+
ATPases (Bonemann et al., 2009). A hallmark of all T6SS
is the presence of two conserved proteins, Hcp (haemol-
ysin co-regulated protein) and VgrG (valine-glycine repeat
protein G). These proteins share sequence and structural
homology with tail tube and spike proteins of bacterioph-
age, respectively (Mougous et al., 2006; Pukatzki et al.,
2007; 2009; Leiman et al., 2009), and are proposed to
form an injection device. Some specialized VgrG proteins
possess C-terminal domains that contain eukaryotic cell
effector activities. An example is VgrG-1 of Vibrio chol-
erae, which can cross-link host actin (Pukatzki et al.,
2007).

Hcp Secretion Islands I-11l (HSI-I to 1ll) of P. aeruginosa
encode three potential T6SSs. The HSI-lI-encoded T6SS
(H1-T6SS) has been shown to be active in chronic
P. aeruginosa infections, as sputum of chronically infected
cystic fibrosis patients contains Hcp1 and the serum
of these patients shows the presence of Hcp1-specific
antibodies (Mougous et al., 2006). Furthermore, a muta-
tion in HSI-1 operons affected the survival of P, aeruginosa
in a rat model of chronic respiratory infection (Potvin et al.,
2003). The H1-T6SS specifically exports at least three
proteins, Tse1, Tse2 and Tse3 (type VI secretion exported
1-3). These proteins are important for fitness in interbac-
terial competition assays (Hood et al., 2010). While the
target of Tse2 is not known, Tsel and Tse3 are toxins
targeting peptidoglycan of adjacent bacteria (Russell
etal., 2011).

As with other secretion systems of P. aeruginosa, the
H1-T6SS is finely regulated at several levels. Goodman
et al. have shown that HSI-1 operons are posttranscription-
ally regulated by the Gac/Rsm pathway. Two sensor
kinase/response regulator hybrid proteins, RetS and LadS,
reciprocally regulate the H1-T6SS through this pathway
(Goodman et al., 2004; Moscoso et al., 2011). A second
level of regulation is exerted directly on H1-T6SS activity
and depends on a set of accessory genes within HSI-I
(Fig. S1). Among the proteins encoded by these genes are
a trans-membrane threonine protein kinase, PpkA, a
PP2C-type phosphatase, PppA, and a periplasmic protein,
TagR, which promotes dimerization-induced activity of the
kinase (Mougous et al., 2007; Hsu et al., 2009). The cyto-
plasmic target of PpkA is a Forkhead Associated domain
(FHA)-harbouring protein, Fha1. Fha1 is in a complex with
the ClpV1 ATPase, and upon phosphorylation of Fhat,
effector export is triggered (Mougous et al., 2007; Hsu
et al., 2009). This regulatory pathway will be referred to
hereafter as the threonine phosphorylation pathway (TPP;
Silverman et al., 2011). Reminiscent of T3SS activity, the
intoxication of target cells by T6S effectors requires close
cell—cell contact (Pettersson et al., 1996; Hayes et al.,
2011). Interestingly, the TPP is stimulated when P. aerugi-

nosa is grown on a surface, as observed by increased
levels of phosphorylated Fha1 and Hep1 secretion (Silver-
man et al., 2011). These findings suggest that the TPP
responds to specific physiological stimuli. In addition to this
pathway, TagF, a protein encoded upstream of pppA, has
been reported to function as a negative posttranslational
regulator of the H1-T6SS that acts independently of the
TPP (Silverman et al., 2011).

Three uncharacterized genes, tagT, tagS and tagQ,
neighbour genes involved in the TPP. In the current study,
we found that the proteins encoded by these genes act
upstream of PpkA in the TPP and are required for efficient
protein transport through the T6S machinery. We demon-
strated that in a heterologous host, TagT and TagS form a
membrane-bound complex with ATPase activity, features
characteristic of bacterial ABC transporters. We also
investigated the localization of TagQ and showed that its
outer membrane localization requires a conserved cys-
teine within the lipo-box sequence. TagQ, but not TagTS,
is required for association of the kinase activator, TagR,
with the outer membrane fraction. These findings,
together with in silico analysis of available genomes, illus-
trate the complexity and novelty of trans-membrane sig-
nalling that lead to tuning of H1-T6SS activity.

Results

TagT, TagS and TagQ participate in posttranslational
regulation of the H1-T6SS

TagT, TagS and TagQ are non-conserved T6SS compo-
nents (Boyer etal, 2009) encoded within the HSI-I
operon that contains each of the known posttranslational
regulators of the system (fagR, ppkA, pppA and tagF)
(Mougous et al., 2007; Hsu et al., 2009; Silverman et al.,
2011). Furthermore, conserved synteny of tag genes with
ppkA and pppA in Pseudomonas species, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mendocina and Pseudomo-
nas brassicacearum (http://www.pseudomonas.com/),
suggests their functional relationship (Fig. S1).

Our previous work on the H1-T6SS has shown that the
basal activation of the system in wild-type cells is exceed-
ingly low. Indeed, under planktonic conditions, the quan-
tity of secreted Hcp1 is below standard detection levels.
However, using more sensitive detection methods, we
found that basal Hcp1 secretion levels can be distin-
guished from background levels observed in an H1-T6SS-
inactive strain (AppkA) (Fig. 1A). In this study, we utilize
this basal level of Hcp1 secretion as a means to investi-
gate genes involved in H1-T6SS activation. To evaluate
the contribution of TagT, TagS and TagQ to T6S activity,
Hcp1 secretion levels were assayed in strains with tagT,
tagS or tagQ deletions. Secreted Hcp1 levels of these
strains were compared with strains that abrogate Hcp1
secretion (AppkA and AtagR). As shown in Fig. 1A,

© 2012 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 15, 471-486
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A. Analysis of Hep1 (structural component) and Tse1 (effector) export from strains containing in-frame deletions of tag genes.

B. Cellular and secreted Hcp1 and Tse1 from strains lacking ApppA and indicated tag gene.

C. Western blot analysis of Fha1 from indicated strains grown either in liquid or on solid medium. The band corresponding to phosphorylated
Fha1 (p-Fhat) is indicated by an asterisk. Lower panel corresponds to the quantification of p-Fha1. Experiments were performed in triplicate
(black = solid grown, white = liquid grown). Bac: bacteria, sup: supernatant.

D. P. aeruginosa requires tagT, S, R and Q for an H1-T6SS-dependent fitness advantage against competing bacteria. The competitive index is
plotted for competitions between each indicated donor strain and a H1-T6SS-susceptible recipient strain of P. aeruginosa (PAO1 Atse2 Atsi2)

(Hood et al., 2010) (white = solid grown, gray = liquid grown).

individual isogenic PAO1 mutants (AtagT, AtagS and
AtagQ) were impaired in Hcp1 export.

The H1-T6SS exports three low-molecular weight effec-
tors encoded by genes outside of the HSI-I locus, Tsef,
Tse2 and Tse3 (Hood et al., 2010). To determine the effect
of tagT, tagS and tagQ genes on Tse export, we analysed
secretion levels of Tse1 in the mutant strains. To detect
Tse1, a chromosomal fusion of vesicular stomatitis virus G
encoding sequence (VSV-G) to tset (Tse1-V) was used
(Hood et al., 2010). As in the case of Hep1, the quantity of
secreted Tse1-V was decreased in strains lacking fagT,
tagS and fagQ. To gain information regarding the func-
tional hierarchy of the Tag proteins relative to the TPP, we
examined Hcp1 and Tse1 export in mutants prepared in
the ApppA background. Strains lacking both the tag genes
and pppA did not display a decrease in Hcp1 secretion

levels (Fig. 1B), suggesting that these proteins represent
regulatory accessory components that act upstream of
the kinase/phosphatase checkpoint. Interestingly, the
deletion of tagS in strains lacking pppA reproducibly
resulted in higher levels of exported Hcp1, but not Tsel,
relative to pppA and the other fag genes. Possible expla-
nations for this finding are discussed below.
Phosphorylation of Fhal requires PpkA and is pro-
moted by growing bacteria on solid medium (Silverman
et al,, 2011). To determine if TagT, TagS and TagQ affect
phosphorylation of Fhal, we assayed phosphorylated
Fhal (p-Fhat) levels in fag deletion strains. A chromo-
somal fha1-VSV-G fusion was used and p-Fhal levels
were detected by electrophoretic mobility shift (Fig. 1C).
Consistent with previous studies, we observed an
increase in p-Fhal levels in the wild-type background

© 2012 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 15, 471-486
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when grown on solid versus liquid media. Interestingly,
individual tag deletion strains abrogated surface growth-
dependent p-Fhal levels. As expected, under liquid
growth conditions, only low levels of p-Fhal were
detected in all strains containing PppA. Taken together
with the secretion phenotypes observed, these results
suggest that TagT, TagS and TagQ act upstream of PpkA
in the TPP.

tagT, S and Q are required for T6S-dependent fitness

Previous studies have shown that the TPP activates the
H1-T6SS during surface growth and therefore is required
for H1-T6S-dependent fitness against competing bacteria
(Silverman et al., 2011). We hypothesized that if TagT, S
and Q act upstream of PpkA in the TPP, these proteins
should contribute to H1-T6SS-dependent fitness. Using
growth competition assays, we assessed the fitness of
donor strains containing in-frame deletion of tagT, Sor Q
relative to a Tse2-sensitive recipient strain (Afse2 Atsi2)
(Fig. 1D). This experiment confirmed that tagT, Sor Q are
required for H1-T6SS-dependent fitness. As an additional
control, we included a donor strain lacking TagR, a protein
previously demonstrated to act upstream of PpkA in the
TPP. This strain also displayed a loss of H1-T6SS-
dependent fitness. Together with their involvement in pro-
moting surface-dependent Fhal phosphorylation, these
findings support a critical role for TagT, S and Q in TPP
activation during surface growth.

TagT and TagS form a membrane-bound complex with
ATPase activity

TagT and TagS share sequence signatures with bacterial
ABC transporters (Davidson et al., 2008). The tagT gene
encodes a protein of 26 kDa with Walker domains (Walker
A and Walker B) and other conserved features of ATPases
associated with ABC transporters as shown in Fig. 2A.
The tagS gene encodes a protein of 42 kDa, predicted to
be an integral membrane protein with four hydrophobic
trans-membrane helices (TMH) and a long periplasmic
segment of 233 amino acids between TMH1 and TMH2.
BLAST analysis showed high homology of TagS and TagT
with membrane components of the lipoprotein outer mem-
brane localization (Lol) complex (Narita and Tokuda,
2006), sharing 56.0%/38.5% and 40.0% similarity with
LolE/LolC and LolD of P aeruginosa, respectively
(Tanaka etal, 2007) (Fig.2A). Based on sequence
homology, the predicted TagT protein belongs to a family
of MecA/FtsE/SalX ATPases of bacterial ABC transporters
(see also Discussion).

To investigate the mechanism by which TagT, S and
Q regulate the H1-T6SS through the TPP, we purified
the proteins and conducted biochemical analyses.

Co-production of TagT and TagsS resulted in formation of a
stable protein complex associated with Escherichia
coli membranes that could be solubilized by a detergent
and purified to homogeneity by affinity chromatography
(Fig. 2B). As mentioned previously, TagT harbours all con-
served signatures of classical ATPases. In order to test
whether the TagTS complex is capable of ATP hydrolysis,
the complex was incubated in the presence of ATP and
magnesium and the formation of inorganic phosphate
(Pi) was quantified by a malachite green method (Van
Veldhoven and Mannaerts, 1987). Notably, the TagTS
complex displayed significant ATPase activity varying,
in three independent purifications, between 70 and
100 nmolPi min"" mg='. The specific activities of the
TagTS complex was consistent with activities of several
bacterial ABC transporters reported to date (Ravaud
et al.,, 2006; Ward et al., 2007; Torres et al., 2009). More-
over, the ATPase activity of the complex was sensitive to
orthovanadate (Fig. 2C), a small organic molecule that
impedes ATP hydrolysis by interfering with binding of ATP
to the Walker A motif (Pezza etal., 2002). Finally, to
confirm that ATP hydrolysis was due to the TagTS
complex, we replaced a conserved amino acid within the
Walker A motif of TagT (K/A: Lys 44 to Ala) and purified the
complex (Fig. 2B). The K/A mutation abolished ATPase
activity of the TagTS complex (Fig. 2C). In conclusion,
these results clearly show that the TagTS complex pos-
sesses ATPase activity that is dependent on the con-
served Walker A motif within the TagT ATPase.

TagQ encodes an outer membrane lipoprotein

The last gene of the operon, tagQ, encodes a 31.7 kDa
protein with a stretch of hydrophobic and uncharged
amino acids at the N-terminus. This sequence is charac-
teristic of a signal peptide and conserved lipo-box with an
invariable Cysteine, a sequence recognized by signal
peptidase Il (Babu et al., 2006) (Fig. 3A). In order to study
the localization of TagQ in P, aeruginosa, we created a
fusion protein between TagQ and the red fluorescent
protein mCherry, and examined its localization by confo-
cal microscopy using green fluorescent protein (GFP)-
expressing P. aeruginosa strains (GFP TagQ-mCherry).
TagQ-mCherry was readily detected and localized around
the periphery of bacterial cells (Fig. 3A). To gain informa-
tion on the precise localization of TagQ, P. aeruginosa
cells were treated with lysozyme to create spheroplasts,
bacterial cells lacking the peptidoglycan layer. P. aerugi-
nosa spheroplasts, while maintaining an intact internal
membrane, appear to have a crescent-shaped external
membrane as it begins to dissociate from the rest of the
spheroplast (Lewenza et al., 2008). When P. aeruginosa
GFP TagQ-mCherry was treated to obtain spheroplasts,
the majority of cells retained mCherry fluorescence in the
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Fig. 2. TagT and TagS form a membrane-bound complex harbouring ATPase activity.

A. Sequence alignment of TagT and TagS with ABC transporters of the same family in P. aeruginosa (Pa) and E. coli (Ec). Conserved features
of TagT are highlighted in colours: Walker A domain (grey), ‘Q" motif (blue), ABC transporter signature (red), Walker B motif (green) and ‘H’
signature (black). The arrow indicates the conserved Lys residue mutated in the TagT¥AS mutant. TagS TMHs are shown in grey background.
B. SDS-PAGE analysis of different fractions obtained during Hise-TagTS expression, solubilization and purification. M: molecular weight marker
(kDa); Sol. mb: detergent-solubilized membranes; FT: flow through; TagTS: wild-type complex eluted with 200 mM imidazole; TagT¥"S: Walker

A mutant eluted with 200 mM imidazole.

C. Fractions collected in 200 mM imidazole elution step were analysed for ATPase activity by malachite green assay. The ATPase activity of
the wild-type complex was inhibited by orthovanadate in a dose-dependent manner.

crescent-shaped labelling pattern particularly visible
under xyz scan (Fig. 3A), strongly suggesting the asso-
ciation of TagQ with the outer bacterial membrane. Lipid
modifications occur at a conserved cysteine within a lipo-
box sequence of lipoproteins and promote its association
with membranes. To test the requirement for Cys30 in
TagQ-mCherry localization, we created a mutant fusion
protein, TagQACys-mCherry, and checked its localization

(Fig. 3A). P, aeruginosa GFP TagQACys-mCherry cul-
tures systematically showed a mixed population, with the
majority of cells harbouring mCherry at the periphery and
some cells displaying overlapping cytoplasmic GFP and
mCherry. This result suggests that the absence of Cys30
affects the efficient transport of the protein across the
inner membrane. The majority of spheroplasts obtained
from TagQACys-mCherry P. aeruginosa lost outer mem-
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Fig. 3. TagQ is an outer membrane lipoprotein that localizes independent of TagTS.

A. The N-terminal sequence and lipo-box (in red) of TagQ is shown. The mutated cysteine is indicated by an arrow. Confocal microscopy
images of PAO1AretS-GFP producing TagQ-mCherry or TagQACys-mCherry. TagQ-mCherry is localized at the bacterial periphery. White
arrows on spheroplast images indicate the crescent-shape labelling of the OM. The bar represents 2 um. Bact: bacteria; Sphero: spheroplasts.
The confocal image in XYZ confirms the presence of the protein in the OM.

B. Subcellular fractionation of PAO1 AtagQ complemented with a plasmid encoding TagQ (WT) or TagQACys (AC). Whole cells (WC), cytosol
(C), membranes (M) and periplasm (P) were analysed by Western blot using specific antibodies against TagQ. ACys mutation results in partial
processing of the protein (indicated with an asterisk) and its accumulation in the periplasm.

C. Discontinuous sucrose gradient separation of inner and outer membranes in PAO1AretS and PAO1 AretSAtagTS. Fractions were
characterized by NADH oxidase (NADHox) activity, SDS-PAGE and Western blotting using anti-TagQ antibodies. NADH oxidase activity is
represented relative to the fraction with the highest level activity (noted as 1.0). XcpY was used as an IM marker and porines visualized in
Coomassie blue stained gels as an OM marker. The representative IM and OM fractions are indicated. The analysis of the whole gradient is

shown in Fig. S2.

brane labelling, strongly suggesting that in most cases the
protein had lost its lipid anchor and was released by
lysozyme treatment (Fig. 3A). These observations were
immuno-quantified by fractionation of membranes and
periplasm of AtagQ strains ectopically expressing wild-
type tagQ or tagQACys (Fig. 3B). The deletion of Cys30
resulted in partial processing of the protein, as two anti-
TagQ-specific polypeptides were visualized in total bacte-
rial extracts. In addition, while the majority of wild-type
TagQ was found to be associated with membrane frac-
tions, the majority of the mutated protein was recovered in
periplasmic fractions, in concordance with confocal
microscopy observations.

The Lol-like TagTS complex is dispensable for OM
localization of TagQ and TssJ1

As the TagTS complex shows significant homology with
lipoprotein recycling systems of E. coliand P. aeruginosa,
we first hypothesized that this complex is involved in the
transport of specific lipoproteins of the H1-T6SS. To
compare membrane distribution of TagQ in different
strains, we set up membrane fractionation experiments on
discontinuous sucrose gradients coupled to immuno-
detection. These experiments were performed using
P. aeruginosa AretS background to obtain higher expres-
sion of the whole HSI-I locus. The quality of separation
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Fig. 4. Outer membrane localized TagQ is required for outer membrane anchoring of TagR. Membrane separations and analysis were
performed as described in Fig. 3C. Strains used were: PAO1 (parental), PAO1AtagQ and PAO1AtagQ expressing either TagQACys or TagQur.
Only the representative IM and OM fractions are shown. TagR and TagQ were detected by specific antibodies.

between inner (IM) and outer membranes (OM) was sys-
tematically determined by measuring the activity of NADH
oxidase and by Coomassie blue staining of SDS-PAGE
gels of each recovered fraction. As shown in Fig. 3C, in
accordance with microscopy experiments, the majority of
TagQ was found in OM fractions. In order to determine
whether the Lol-like ABC transporter TagTS was involved
in localization of TagQ, we fractionated membranes of
AretSAtagTS in an identical manner and detected no sig-
nificant difference of TagQ distribution between the two
strains (Figs 3C and S2 for complete gradients). The
second lipoprotein of the H1-T6SS is TssJ1 (PA0080).
TssJ1 shares 50% similarity with OM lipoprotein SciN
involved in assembly of the Sci-1 T6SS of enteroaggre-
gative E. coli (Aschtgen etal, 2008). To ascertain
whether TssJ1 is targeted to the OM in P. aeruginosa, we
constructed a fusion between Tssd1 and mCherry, and
examined its localization by confocal microscopy (not
shown) and by fractionation on discontinues sucrose gra-
dients. Similar to our findings with TagQ, TssJ1-mCherry
associated with the OM and its localization was not sig-
nificantly altered in the tagTS mutant (Fig. S3). Together
these results show that the ABC transporter TagTs,
despite its strong homology to the Lol system, does not
participate in membrane targeting of two H1-T6SS-
specific lipoproteins.

TagQ is required for TagR association with the OM

Preliminary nanoLC/LC mass spectrometry data per-
formed on inner and outer membrane fractions (M.G.
Casabona and Y. Couté, unpublished) indicated the pres-
ence of TagR, a positive regulator of the TPP, in OM
fractions. This result was intriguing, as TagR is predicted
to be a soluble protein and was shown to fractionate with
the periplasm, wherefrom it promotes dimerization and
activation of PpkA (Hsu et al., 2009). To further address
the localization of TagR, we raised anti-TagR antibodies
and analysed fractionated membranes from wild-type

PAO1, confirming that at least one portion of TagR asso-
ciated with outer membranes (Fig. 4). This association
was significant, as a soluble periplasmic protein, DsbA,
was not found in any of the membrane fractions (not
shown). Whereas TagR OM localization was not altered in
a tagTS mutant (Fig. S4), the absence of tagQ clearly
influenced the distribution of TagR between inner and
outer membrane fractions (Fig. 4). In accordance, a strain
expressing tagQACys in trans, resulted in TagR mislocal-
ization, demonstrating that OM-anchored TagQ is essen-
tial for OM localization of TagR. Of note, TagR was found
dispensable for OM localization of the TagQ lipoprotein
(Fig. S5).

In silico genome wide analysis of TagTSR-like systems

Participation of the TagTS complex in trans-membrane
signalling involving a periplasmic protein TagR and an
inner membrane-bound Ser/Thr kinase prompted us to
perform in silico analysis of all available complete bacte-
rial genomes to search for homologues of these proteins.
Both TagT and TagS attributed COGs (COG1136-
COG4591) are frequently adjacent to other ABC
transporter-specific COGs involved in peptide and drug
transport, specifically COG0845 and COG0577 which are
membrane components of the AcrA and SalY family of
multidrug efflux pumps and antimicrobial peptides trans-
port systems, respectively. We found also two strong
associations between COG1136-COG4591 tandem and
regulatory partners. In 90 Firmicutes, ABC transporters
are encoded adjacent to homologues of the OmpR
family two-component regulatory system (COG0642 and
COGO0745). In addition, in 100 Enterobacteriaceae, ABC
transporters are encoded upstream of NagC (COG1940),
a transcriptional regulator involved in sugar transport. This
observation suggests a more general functional relation-
ship between the TagTS family of ABC transporters with
trans-membrane signalling and regulation. Finally, we
examined the local organization of chromosomal regions
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encoding the ATPase component (TagT, COG1136), the
predicted permease component (TagS, COG4591) and
COG1262 (TagR) in all available microbial genomes.
TagQ was excluded from this screen as it lacks an attrib-
utable COG number. As shown by a maximum likelihood
tree (Fig.5), tagT, S and R are predominately found
within T6SS-encoding loci in Pseudomonas (P. aerugi-
nosa, Pseudomonas fulva, P.fluorescens, P. brassi-
cacearum). We found that in Rhodobacter sphaeroides,
an o-proteobacterium that possess a T6SS locus with
similar gene content of HSI-I, tagT, S and R are neigh-
bouring genes coding for PpkA and PppA homologues.
However, tagT, S and R are not exclusively found in
bacterial genomes encoding T6SS, suggesting that
these components may play a role in different cellular
processes.

Discussion

Our current study identified TagT, TagS and TagQ as new
components of a posttranslational regulatory pathway that
modulates the activity of the H1-T6SS of P. aeruginosa.
We found that these components participate in a phos-
phorelay system that is stimulated by surface growth con-
ditions. Phosphorelay systems are classical ways for
bacteria to regulate adaptive cellular responses induced
by external stimuli; however, to our knowledge, this is the
first example of an ABC transporter complex, TagTS, par-
ticipating in trans-membrane signalling that involves a
Ser/Thr kinase-dependent phosphorylation pathway.
Some parallels can be made with a large family
of ‘co-sensor’ ABC transporters that interact with
membrane-integrated histidine kinases (HK) (Tetsch
etal., 2008; Tetsch and Jung, 2009). These proteins
clearly play a regulatory role in adaptive responses to
certain environmental stimuli (Tetsch et al., 2008). This is
well illustrated by the ABC transporter PstSCAB of
E. coli that is linked to sensing inorganic phosphate in
phosphate-limiting conditions. It has been proposed that
the membrane components of this ABC transporter
transmit the signal towards the membrane-integrated
HK, PhoR, which signals to a transcriptional regulator
(response regulator, RR) (Makino et al., 1989). A role for
related systems in resistance against antimicrobial pep-
tides was recently proposed (Coumes-Florens et al.,
2011; Dintner etal., 2011). For example, it has been
experimentally demonstrated in Staphylococcus aureus
that the detection of, and response to, antibiotic peptide
bacitracin requires the interplay between two ABC trans-
porters, BraD/BraE and VraD/VraE, and the HK/RR
system BraS/BraR (Hiron et al., 2011). Interestingly, our
in silico analysis showed that genes encoding TagTS-like
proteins (COG1136-COG4591) frequently co-occur
with genes encoding proteins that participate in two

component-regulatory systems. In addition, our in silico
analysis highlights the association of TagTS-like proteins
with NagC, a transcriptional regulator involved in the
response to N-acetylglucosamine and peptidoglycan in
E. coli and P. aeruginosa (Pennetier et al., 2008; Korga-
onkar and Whiteley, 2011), further implying their partici-
pation in signal recognition and transmission. It is worth
noting that in at least one non-Pseudomonas T6SS,
Vibrio anguillarum, an inner membrane polypeptide
belonging to a major facilitator superfamily of transport-
ers is required for regulating Hcp export and two addi-
tional periplasmic proteins contribute to this signalling
(Weber et al., 2009).

The TagTS complex could be involved in export or
import of a small molecule required for activating the
H1-T6SS, or it may play a structural role by stabilizing
other Tag proteins. Future experiments aim to determine
whether TagT ATPase activity and a long periplasmic loop
present in TagS are required for its role in signalling. The
apparent conflicting effects on Hcp1 export between
ApppA AtagS versus ApppA AtagTS (Fig. 1) suggest a
possible second role for the integral inner membrane
domain of TagS, independent of its ATPase partner, TagT.
Interestingly, a long periplasmic loop present in TagS-
related proteins, LolC and BraB, mediates the detection of
cognate substrates, lipoproteins and bacitracin respec-
tively, and it was proposed, for BraB, to interact through
the inner membrane with the HK partner.

Outer membrane-localized TagQ is a top candidate for
signal detection. The region from amino acids 68 to 114 of
TagQ is annotated as PF05433, a family of proteins that
include several Rickettsia genus specific 17 kDa surface
antigens, annotated also as a conserved trans-membrane
alpha-helical region containing glycine zipper motifs
(http://pfam.sanger.ac.uk). There is rising evidence that
OM lipoproteins play crucial roles in trans-membrane sig-
nalling in bacteria. A well-characterized example is the
Rcs phosphorelay in E. coli, which reflects envelope
stress response activated by peptidoglycan stress and
antibiotics. In this complex system, RcsF, an OM lipopro-
tein, is proposed to transmit the signal to the IM-located
HK sensor and allow further signal transduction from the
cell envelope to the cytoplasm (Farris et al., 2010; Lever-
rier et al., 2011).

What may be the link between IM TagTS, OM TagQ and
the IM PpkA-kinase? The finding that some portion of
TagR is also associated with the OM indicates that TagTS,
TagR and TagQ may represent a unique complex partici-
pating in trans-membrane signalling. Taking into account
the sequence predictions for TagR, its role in signal trans-
duction, and our current findings, we hypothesize that
TagR associates with membranes through interactions
with other OM proteins, such as TagQ. The distribution of
TagR between inner and outer membranes was clearly
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colours are according to Fig. S1, except for purple boxes representing hits on ABC transporter related COGs.
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Fig. 6. Model for trans-membrane signalling leading to H1-T6SS activation. The H1-T6S machinery is represented as a single tunnel. Tse1-3
are T6S exported effectors. Molecular players biochemically characterized in this study are: TagQ (OM lipoprotein, Pseudomonas specific),
TagS and TagT (ABC transporter), TagR (OM associated protein) and TssJ1 (conserved OM lipoprotein). The Ser/Thr kinase, PpkA, and the
phosphatase, PppA, as well as the phosphorylation target protein Fha1, are represented. A putative signal is designated by red stars. Proteins
are represented using the same colour code as the ORFs in Fig. S1, and yellow spheres indicate phosphorylation. IM and OM of

P. aeruginosa and the target bacterium are shown.

affected by the absence of TagQ, leaving open the pos-
sibility that TagQ may correctly position TagR to interact
with the kinase.

Finally, what is the nature of the signal(s) that activate the
H1-T6SS? Silverman et al. discovered that surface growth
of P. aeruginosa induces the TPP (Silverman et al., 2011),
and, here, we show that tagQ, tagR, tagS and tagT are
important in surface-induced phosphorylation of Fhat.
Moreover, using growth competition assays we showed
that the fitness of Tag mutants was impaired. All together
these results imply that the predicted ABC transporter,
TagTS, and the OM lipoprotein TagQ are essential players
in intrabacterial communication through H1-T6SS activity.
The rapid detection of neighbouring cells may thus be
essential to turning on the injection device.

Although we have no evidence yet demonstrating direct
interactions between the four Tag proteins (except for
TagT and TagS) and the kinase, PpkA, we propose a
model (Fig. 6) in which TagTS and TagQ participate in
detection and transmission of an environmental signal to
PpkA, by modulating either localization or conformation of
the kinase activator TagR, leading to rapid response of

«attacking» bacteria in highly competitive multi-species
niches, such as infecting tissue. Our future work will aim
at discovering the signal nature and deciphering the con-
nections between Tag proteins and their link with other
components of trans-membrane signalling in T6SS.

Experimental procedures
Genetic constructions

Genes of interest were PCR amplified using PAO1 genomic
DNA as a template, cloned into pCR-Blunt [I-TOPO (Invitro-
gen) and sequenced before cloning into final destination
vectors. The list of oligonucleotides with appropriate restric-
tion sites is given in Table S1. For overexpression, tagT and
tagTS were amplified and cloned into pETDuet-1. In the
pETDuet-tagTS bicistronic vector, only tagT is fused to a
histidine tag encoding sequence. For Hcp1 overexpression,
the gene was cloned into pET52b giving Hcp1-Strep fusion.
The tagQ gene was amplified so that it lacks the sequence
encoding the first 29 amino acids and the predicted lipo-box
(TagQA2-30). It was cloned into pET15b by fusing fagQ to a
sequence encoding hexa-histidine tag on N-terminus. For
TagR overproduction, the tagR gene was amplified and
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cloned into pET52b resulting into TagR-His10 protein. All
fusions to mCherry were constructed using pJN105-derived
plasmids, which contain an arabinose inducible promoter.
The gene encoding mCherry was amplified and cloned into
Xbal and Sacl sites of pJN105 (Newman and Fuqua, 1999)
giving pJN-mCherry. The DNA sequence containing the ribo-
some binding site of fagQ and the whole gene was cloned
upstream of mCherry-encoding gene using EcoRIl and Xbal
sites, giving pJN-tagQ-mCherry. tssJ1-encoding sequence
was amplified and cloned in the same manner to give pJN-
tssJ1-mCherry. Site-directed mutagenesis (QuikChangell
Site-Directed Mutagenesis kit, Stratagene) was employed to
generate TagTX"S mutant and TagQACys, using pETDuet-
tagT$S and pJN-tagQ-mCherry as templates respectively. The
TGA stop codon was introduced between TagQ and mCherry
encoding sequence by site directed mutagenesis using pJN-
tagQ-mCherry and pJN-tagQACys-mCherry. To constitutively
express GFP, pX2-gfp (Thibault et al., 2009) was transferred
in mini-CTX1 (Hoang et al., 2000) and inserted into the chro-
mosome of P. aeruginosa strains as described. All replicative
plasmids were introduced in P. aeruginosa strains by trans-
formation. Constructs used to generate in-frame deletions of
tag genes or a tse1-VSV-G chromosomal fusion were previ-
ously reported (Silverman et al., 2011).

Pseudomonas aeruginosa strains were grown in Luria-
Bertani (LB) medium at 37°C supplemented with carbenicillin
100-250 pug ml~', gentamycin 200 ug ml' and tetracycline
200 ug ml~" when needed. E. coli strains were grown in LB
medium at 37°C supplemented with ampicillin 100 pug ml~,
gentamycin 50 ug mlI~', kanamycin 25 ug ml™', tetracycline
10 ug mi-* as required.

Fhat phosphorylation assays

Cellular samples of Fhat from liquid and solid grown cultures
were prepared and analysed as previously described
(Mougous et al., 2006; Hsu et al., 2009). Western blots were
developed using chemiluminescent substrate (SuperSignal
West Pico Substrate, Thermo Scientific) and imaged with a
FluorChemQ (ProteinSimple). Densitometry was performed
as previously described (Silverman etal, 2011) using
AlphaView®Q software (ProteinSimple). The percentage of
phosphorylated Fhal was determined by measure band
intensity of phosphorylated and total Fha1 from three inde-
pendent experiments. The values were normalized to AppKA,
which was set at 0% p-Fha1.

Interbacterial growth competition assays and
quantification

Growth competition assays were performed as previously
described (Silverman et al., 2011). Each donor and recipient
strain contained constitutively expressing yellow fluorescent
protein (YFP) or cyan fluorescent protein (CFP) respectively.
pUCP18-mini-Tn7 containing yfp or cfp (inserted at the
neutral phage attachment site, attB) was used to construct
these strains (Lambertsen et al., 2004). The plasmids were
introduced into P, aeruginosa via four-parental mating conju-
gation or electroporation (Choi and Schweizer, 2006). Vector
backbones were not removed. To observe a H1-T6SS-
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dependent fitness advantage, Tse2 and Tsi2 were overex-
pressed in the donor strain. Donor strains harboured
pPSV18::PA2702-PA2703 for constitutive expression of Tse2
and Tsi2, and recipient strains harboured the empty vector,
pPSV18 (Rietsch etal, 2004). Overnight cultures were
mixed at a 1:1 ratio to a total density of approximately
1.0 x 108 cfu mI™" in 1 ml of LB medium. Competitions were
grown on 0.2 uM polycarbonate membranes on LB agar for
18 h at 37°C, or in 2ml of LB with shaking. Cells were
re-suspended in LB medium and spotted onto 1.0% agarose
PBS pads and imaged as described (Silverman et al., 2011).
YFP and CFP filters were used to image the two cell popu-
lations. Assays were performed in triplicate. Three fields con-
taining 100 to 200 cells were imaged for each competition. To
determine the competitive index (the number of YFP positive
cells to CFP positive cells), NIS-Elements computer-assisted
morphometry was used to count YFP and CFP cells.

TagTS expression and protein purification

Escherichia coli BL21(DE3)Star cells harbouring pETDuet-
tagTS were grown in LB medium at 37°C and 200 r.p.m. At
ODgg of 0.7, the expression of tagT and tagS was induced
with 0.5 mM IPTG for 4 h. Cells were recovered by centrifu-
gation and lysed in buffer containing 25 mM Tris-HCI,
500 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0 and cocktail of pro-
tease inhibitors (PIC, Roche). The lysis was achieved by
passage of cells through a Microfluidizer (M-100P, Microflu-
idics, USA) at constant pressure of 10 000 psi. After centrifu-
gation at 200 000 g for 1 h, membranes were recovered in
solubilization buffer containing 25 mM Tris-HCI, 500 mM
NaCl, 2% n-dodecyl-B-D-maltopyranoside (DDM), 15% glyc-
erol, pH 8.0 and PIC. The solubilization was performed in a
glass beaker at 4°C for 1 h 30 min by agitation. The obtained
suspension was further centrifuged at 200 000 g for 1 h.
Solubilized material was loaded at 0.5 ml min~" on HisTrapHP
Ni2*-column previously equilibrated in solubilization buffer.
The washes and elution was performed on AktaPurifier FPLC
apparatus (GE Healthcare) with buffer A (25 mM Tris-HCI,
500 mM NaCl, 0.05% DDM, 15% glycerol, pH 8.0) and buffer
B (25 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 0.05% DDM, 15% glyc-
erol, 200 mM imidazole, pH 8.0). The washes were per-
formed with 30 and 80 mM imidazole obtained by mixing
buffers A and B, and elution was performed using buffer B.
Fractions eluted from the column were analysed on SDS-
PAGE and the gel was stained by Coomassie Brillant Blue
R-250.

ATPase activity and orthovanadate assay

ATPase activity was quantified by measuring inorganic phos-
phate Pi by a malachite green method (Van Veldhoven and
Mannaerts, 1987). The reaction mixture (100 pul) containing
0.5 mM ATP, 1 mM MgCl, and 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, and
1 ug of purified TagTS complex was incubated for 30 min at
37°C. When indicated, the orthovanadate was added to
protein samples at indicated concentrations before the reac-
tion. The reaction was stopped by adding 800 ul of malachite
green solution. Malachite green solution was prepared
30 min in advance by mixing 3 vols of 0.045% malachite
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green with 1 vol. of 4.2% ammonium molybdate in 4 M HCI
and 1/50 of volume of Triton X-100. Greenish colour resulting
from precipitation of Pi was measured at 640 nm.

Secretion assays

Overnight cultures were diluted at ODggo of 0.02 and incu-
bated at 37°C with shaking up to mid-log phase, in the pres-
ence of antibiotics when needed. At this point, 250 ul of
bacteria were harvested by centrifugation at 7000 g and
re-suspended in 100 pl of loading buffer and stored at —20°C
until use. Extracellular proteins were precipitated by a TCA-
sarkosyl method (0.5% final volume of sarkosyl and 7.5%
final volume of TCA) (Chevallet et al., 2007) after a double
centrifugation of 1250 ul of culture and 1 h incubation on ice.
Pellets were re-suspended in a final volume of 25 ul of
loading buffer. Samples were then analysed by SDS-PAGE
and immunoblotting.

Proteomic analyses by mass spectrometry (MS)

Protein bands were manually excised from the gels and
washed. Proteins were in-gel digested with trypsin (Promega,
sequencing grade) and peptides extracted from gel slices
(Shevchenko et al., 1996). The dried extracted peptides were
re-suspended in 5% acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid
and analysed by online nanoLC-MS/MS (Ultimate 3000,
Dionex and LTQ-Orbitrap XL, Thermo Fischer Scientific).
The nanoLC method consisted in a 15 min gradient ranging
from 5% to 40% acetronitrile in 0.1% formic acid at a flow
rate of 300 nl min~'. Peptides were sampled on a 300 um x
5mm PepMap C18 precolumn and separated on a
75 um x 150 mm RP column (PepMap C18, Dionex). MS and
MS/MS data were acquired using Xcalibur (Thermo Fischer
Scientific) and processed automatically using Mascot
Daemon software (version 2.3, Matrix Science). Searches
against the PAO1 database, SwissProt-Trembl_decoy
(E. coli taxonomy) and contaminants databases (534637
sequences) were performed using an in-house version of
Mascot 2.3. ESI-TRAP was chosen as the instrument,
trypsin/P as the enzyme and two missed cleavages was
allowed. Precursor and fragment mass error tolerances were
set respectively at 10 ppm and 0.6 Da. Peptide modifications
allowed during the search were: Carbamidomethyl (C, fixed),
Deamidated (NQ, variable), Oxidation (M, variable) and
Acetyl (Protein N-term, variable). The IRMa soft (Dupierris
et al., 2009) was used to filter the results by query homology
threshold P<0.01 and a minimum of two peptides per
protein.

Spheroplast preparation and confocal microscopy

Overnight cultures of P. aeruginosa-GFP strains producing
TagQ-mCherry, TagQAC-mCherry or TssJ1-mCherry fusion
proteins were diluted at ODgqo Of 0.15 in 3 ml of LB. Cultures
were incubated until mid-log phase of growth in the presence
of antibiotics and then induced for 1.5 h by 0.25% arabinose.
At this point, cells were harvested and spheroplasts were
created (Imperi et al., 2009). Briefly, 1 ml of culture was cen-
trifuged at 6000 g for 5 min. The pellet was re-suspended in

TSE buffer (0.1 M Tris-acetate, 16% saccharose, 5 mM
EDTA, pH 8.2) and lysozyme was added at a final concen-
tration of 50 ug ul™'. Spheroplasts were incubated on ice and
centrifuged at 1000 g for 5 min after the addition of MgSO, to
a final concentration of 0.1 M. Finally, spheroplasts were
re-suspended in TSM buffer (0.05M Tris-acetate, 8%
sucrose, 10 mM MgSQ,, pH 8.2). 1 ml culture of arabinose-
induced bacteria was harvested by centrifugation at 7000 g
for 5 min and re-suspended in 100 ul of LB.

Specimens were analysed by confocal laser scanning
microscopy, using a Leica TCS-SP2 operating system
(Manheim, Germany). GFP and mCherry fluorescences were
excited and collected sequentially (400 Hz line by line) by
using 488 nm for GFP and 543 nm for mCherry excitation.
Fluorescence emissions were collected from 500 to 537 nm
for GFP and from 557 to 625 nm for mCherry.

Fractionation of P. aeruginosa

Cultures of P, aeruginosa grown for 16 h were diluted to an
ODggo of 0.15 in 30 ml of LB cultures with antibiotics when
needed. Cultures were incubated with agitation until ODsg of
0.85 and at this point, 100 ul of cells were harvested by
centrifugation as a total bacteria fraction. The rest of the
cultures was centrifuged at 6000 g for 10 min. Pellets were
washed with 10 ml of TMP buffer (10 mM Tris-HCI, 200 mM
MgCl,, PIC) and re-centrifuged at 6000 g for 10 min. Pellets
were re-suspended in 1 ml of TMP and incubated for 30 min
at 300 r.p.m. and 23°C in the presence of 0.5 mgml™
lysozyme. Next, bacteria were centrifuged at 8000 g for
15 min at 4°C, obtaining the periplasm fraction (supernatant)
and spheroplasts (pellet). At this point, the proteins present in
the periplasm fraction were precipitated (as described in
Secretion assays). Spheroplasts were then re-suspended in
1 ml of TMP, recentrifuged and the pellet, recovered in 1 ml of
TM buffer (30 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, pH 8.0), was dis-
rupted by sonication. Unbroken spheroplasts were eliminated
by a low speed centrifugation and the supernatant was ultra-
centrifugated for 30 min at 100 000 g with a TLA120 rotor at
4°C to obtain the cytosolic fraction (supernatant) and the total
membrane fraction (pellet). All fractions were re-suspended
in loading buffer and heated at 100°C for 10 min before
SDS-PAGE and immunoblotting analysis.

Inner and outer membrane separation

Inner and outer membranes of P. aeruginosa cells were sepa-
rated by a discontinuous sucrose gradient as described
(Viarre et al., 2009). Briefly, 500 ml cultures of P. aeruginosa
at ODgoo Of 1 were harvested by centrifugation. In the case of
PAO1AtagQ + tagQACys, bacteria were grown with appropri-
ate additives and induced by 0.01% arabinose at ODsgq 0.5.
Pellets were re-suspended in 25 ml of 10 mM Tris-HCI, 20%
sucrose, 10 mg ml~' DNase, 10 mg mI~" RNase, pH 7.4, and
were disrupted by using a Microfluidizer at 15 000 psi. Unbro-
ken cells were removed by 15 min centrifugation at 6000 g.
Total membrane fraction was obtained by ultracentrifugation
at 100 000 g and re-suspended in 500 pl of 20% sucrose
containing PIC. The total membrane fraction was then
applied at the top of a discontinuous sucrose gradient
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composed of 1.5 ml layers of 60%, 55%, 50%, 45%, 40%,
35% and 30% of sucrose in 10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA,
pH 7.4 (from bottom to top). Sucrose gradients were centri-
fuged at 90 000 g at 4°C for 36—72 h, and 500 ul of fractions
were collected from the top. All fractions were then charac-
terized by SDS-PAGE, Western Blot analysis and NADH
oxidase activity. Antibodies against T2SS protein XcpY
(Michel et al., 1998), kindly gifted by R. Voulhoux (CNRS,
Marseille, France), were used as an inner membrane marker
and porines visualized directly on Coomassie blue-stained
SDS-PAGE as markers of the outer membrane. NADH
oxidase activity was determined as described elsewhere by
measuring the NADH consumption at 340 nm of 50 ul of each
fraction (Aubert et al., 2010).

Hep1, TagQ, TagR and Tsel expression for
antibody production

The pET52b-hcpl, pET15b-tagQA2-30 and pET15b-
tagR expression vectors were introduced into E. coli
BL21(DES3)Star. Expression was induced at ODgg, of 0.7 by
0.5 mM IPTG and lasted for 4 h. Bacteria were lysed by the
Microfluidizer at 10 000 psi and the proteins were purified on
appropriate affinity columns using AktaPurifier (GE Health-
care). TagR-Hisi, was obtained by solubilization of inclusion
bodies using 6 M guanidine. Antibodies were raised in guinea
pig for Hcp1 (Eurogentec, Belgium) and in mouse for TagQ
and TagR (Agro-Bio, France).

The anti-Tse1 polyclonal rabbit antibody was raised against
purified Tse1 (GenScript).

Immunoblotting

For Western blotting, antibodies were used at dilutions: anti-
Hep1 1:5000, anti-XcpY 1:1000, anti-TagQ 1:20000, anti-
TagR 1:1000 and anti-Tse1 1:2000. Commercial antibodies
anti-VSV-G (Sigma Aldrich) and anti-mCherry (Clontech)
were used as recommended by the manufacturers. Second-
ary antibodies were anti-rabbit (Zymed), HRP-coupled
anti-guinea pig (Invitrogen) and HRP-coupled anti-mouse
(Sigma), all used at 1:5000 dilution. Western blots were
developed by ECL Detection Kit (Amersham) or Millipore
HRP Substrate.

In silico bacterial genome scanning for tagTSR

Annotated genomes were downloaded (September 2011)
from the Genome Reviews ftp site (ftp:/ftp.ebi.ac.uk/pub/
databases/genome_reviews/) (Sterk etal., 2006) and
http://www.pseudomonas.com/ for Pseudomonas genomes
unavailable in Genome Reviews (Winsor et al., 2011). Pre-
dicted protein sequences for all genomes were aligned with
rpsblast (Altschul et al., 1997) against the COG section of the
CDD database (September 2011) (Marchler-Bauer et al.,
2009). COG hits were considered positive if their alignment
covered at least 30% of the COG PSSM and had an E-value
= 10°. TagR and tagR-like sequences were aligned using
muscle (Edgar, 2004). Based on this alignment, a maximum
likelihood tree with 100 bootstrap replicates was computed
using PhyML (Guindon et al., 2010).
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Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article:

Figure S1. Organization of the P aeruginosa (PA) HSI-I
operon containing tag genes and comparison with P. men-
docina ymp (Pmen), P. fluorescens (PFL) and P. brassi-
cacearum (PSEBR). Orthologues are represented in the
same colour. Gene and COG numbers are indicated.
Figure S2. TagQ localization to the OM is not influenced by
TagTS. Complete analysis of discontinuous sucrose gradi-
ents of PAO1AretS and PAO1AretSAtagTS are shown. NADH
oxidase activity and XcpY are used as IM markers, and
porines are used as OM markers. TagQ was detected using
specific antibodies. Note that the NADH oxidase activity is
represented relative to the fraction of highest activity. IM and
OM are indicated.

Figure S3. The TagTS complex does not influence TssJ1-
mCherry localization to the outer membrane. Discontinuous
sucrose gradient separation of TssJ1-mCherry in PAO1AretS

and PAO1AretSAtagTS strains. NADH oxidase activity and
controls were as described in Fig. S2. Fusion protein TssJ1-
mCherry was detected by anti-mCherry antibodies.

Figure S4. TagTS does not influence TagR localization to
the OM. Discontinuous sucrose gradient separations shown
in Fig. S2 were further analysed using anti-TagR antibodies,
showing that TagR is localized to the OM both in PAO1AretS
and PAO1AretSAtagTS.

Figure S5. TagR does not play a role in the OM localization
of TagQ.

A. Confocal microscopy analysis of PAO1AretSAtagR
expressing GFP and harbouring TagQ-mCherry. White
arrows show the OM of P. aeruginosa that remains partially
attached to spheroplasts after lysozyme treatment (see text
for details). Bact: bacteria, Sphero: spheroplasts. The bar
represents 1 um.

B. Discontinuous sucrose gradient separation of the IM and
OM of PAO1AretSAtagR. All fractions were analysed as
described in Fig. S2.

Table S1. List of oligonucleotides used for genetic
constructions.
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Résumé: Pseudomonas aeruginosa est un bacille gram négatif, ubiquiste de I’'environnement. Ce
pathogéne opportuniste humain provoque sous sa forme planctonique des infections aigués dont le
facteur de virulence clé est le SST3. P. aeruginosa peut aussi se développer sous forme de biofilm
ou elle exprime entre autre le SST6-1 et induire des infections chroniques. L'expression ciblée des
différents facteurs de virulence est liée a l'intégration de nombreux stimuli environnementaux
transduits au moyen de systémes a deux composants ou encore de messagers secondaires,
comme le di-GMPc et I'’AMPc, et conduisant a une régulation trés fine, conférant une grande
capacité d’adaptation a la bactérie. La nature, de méme que les mécanismes impliqués dans la
transduction du signal, n‘ont pas encore été tous identifiés a ce jour.

Le but de cette these était de décrypter ces mécanismes moléculaires de détection et de
transduction du signal gouvernant la réponse adaptative de ce pathogéne a son environnement au
moyen de différentes approches : chémogénomique, mutagénése aléatoire et d’étude d’isolat
clinique. Lors de cette thése, nous avons criblé deux chimiothéques commerciales a la recherche de
molécules activatrices du SST3 et du SST6-1 et nous avons pu établir un test de criblage a haut
débit robuste pour les criblages de plus larges banques de composés. En utilisant une souche avec
deux rapporteurs, nous avons réalisé une banque de mutants par transposons et nous avons
trouvé des mutants affectés dans leur expression du SST3, candidats intéressants pour identifier
de nouveaux régulateurs du systéme. Enfin, grace a l'analyse de l'isolat clinique CHA (issu d’un
patient atteint de mucoviscidose), nous avons découvert qu’une délétion dans le géne codant pour
le régulateur majeur GacS définissait le phénotype agressif de cette souche.

Mots clés : Pseusdomonas aeruginosa, Régulation, Criblage a haut débit, mucoviscidose,
SST3,S5T6-1

Abstract:Pseudomonas aeruginosa is a gram negative bacillum present in several places. This
opportunistic pathogen has the capacity to infect a wide range of hosts: plants, animals, humans.
This bacterium, that shows an impressive adaptability relying on a multifactorial virulence,
possesses two lifestyles. These lifestyles are associated with specific virulence patterns of
expression. Under its planktonic form, P. aeruginosa can provoke acute infections thanks to the
activation of T2 and T3SS or induces chronic infections in cystic fibrosis patients’ lungs where it
establishes a biofilm (communautary life). The expression of virulence factors is linked to the
integration of several environmental cues that are transduced through two-component systems and

secondary messengers like c-di-GMP and that lead to a fine tuned regulation. The nature and the

mechanisms involved in this signal transduction remainllargely unknown

The goal of this thesis was to decipher molecular mechanisms of signal detection and transduction
that govern the adaptive pathogen response to host environment using the combination of a
chemogenomics, random mutagenesis and study of clinical isolate. During this work, we screened
two commercial libraries and set up a robust high throughput screening test to analyse huge
molecules libraries. By setting up a double reporter-gene strain, we realized a transposon
mutagenesis bank and identified interesting candidates with a down-regulated T3SS. Finally, the
study of the particular clinical isolate CHA (from a cystic fibrosis patient), leads to the discovery
that a deletion in the gene encoding for the important regulator GacS shapes the aggressive
phenotype of this strain.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Regulation, High throughput Screening, cystic fibrosis,
T3SS,T6SS-1
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