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« La théorie, c’est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique c’est quand tout
fonctionne et que personne ne sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et pratique : Rien
ne fonctionne et personne ne sait pourquoi. »

Albert Einstein

« Si l’objectif n’est pas précis, la connerie, elle, le sera. »

Professeur Matula
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Abréviations :

aa : Acide aminé

BMM : Bone marrow derived macrophages

CFU : unité formant colonie

FCP : Francisella containing phagosome

FCV : Francisella containing vacuole

FPI : Francisella pathogenicity island

F. holarctica : Francisella tularensis sous-espéce holarctica
F. novicida : Francisella tularensis sous-espece novicida
F. tularensis : Francisella tularensis sous-espece tularensis
kDa : Kilodalton

LPS : Lipopolysaccharide

LVS : Live vaccine strain

LAMP-1 : Lysosomal-associated membrane protein
MSF : Major facilitator superfamily

NO : Nitric oxyde

nt : Nucléotides

OREF : Open reading frame

pb : Paires de bases

ppGpp : Guanosine tétraphosphate

RD : regional difference

RNS : reactive nitrogen species

ROS : reactive oxygen species

subsp. : sous-espece

SST : systeme de sécrétion de type



Résumé :

Francisella tularensis, agent étiologique de la tularémie, est un pathogeéne intracellulaire
facultatif capable d’infecter de nombreuses cellules de mammiferes. Pour se multiplier
activement dans le cytoplasme des cellules hdtes, la bactérie doit étre en mesure de capter
dans cet environnement tous les composés nécessaires a son métabolisme, et notamment des
acides aminés qui représentent ses principales sources de carbone et d’azote. Les pathogénes a
multiplication intracellulaire ont mis en place un ensemble de mécanismes, visant i) la
manipulation des voies métaboliques de I’hote, pour accroitre le pool de nutriments
disponibles, et ii) 1’expression de transporteurs dédi¢s, pour la captation optimale de ces
nutriments. Cet ensemble de mécanismes est regroupé sous le terme de « virulence
nutritionnelle ». Chez Legionella pneumophila, plusieurs membres d’une sous-famille de
transporteurs actifs secondaires (désignés Pht, ou transporteurs phagosomaux), responsables
de la captation des acides aminés lors de la phase intracellulaire de la bactérie, ont été
caractérisés.

Dans ce travail, nous avons établi le rdle de deux membres de la sous-famille des
transporteurs Pht (désignés AnsP et IleP), dans le transport d’acides aminés et la virulence de
Francisella. La protéine AnsP est un transporteur d’asparagine. La délétion du geéne codant
pour ce transporteur n’a pas d’effet sur la croissance de Francisella en milieu synthétique,
mais entraine une diminution drastique de sa multiplication intracellulaire dans tous les types
cellulaires testés, ainsi qu’une atténuation importante de la virulence chez la souris. La perte
de virulence du mutant asnP est réversible aussi bien in vivo qu’in vitro par ajout
d’asparagine en exces. F. tularensis, qui est prototrophe pour [’asparagine en milieu
minimum, devient donc auxotrophe dans le cadre de sa croissance intracellulaire, et nécessite
un transport de cet acide aminé via AnsP. Ce changement de besoins en asparagine entre le
milieu extérieur et le milieu intracellulaire illustre bien le phénomene d’adaptation
nutritionnel que réalise la bactérie dans le cadre d’une infection.

La délétion du second transporteur, IleP, entraine un défaut de croissance en milieu minimum,
réversible par ajout de thréonine, un précurseur métabolique de I’isoleucine chez F. tularensis
subsp. novicida. Des expériences d’incorporation d’isoleucine marquée ont permis de mettre
en évidence la fonction de transporteur d’isoleucine de la protéine IleP. La délétion du géne
codant pour IleP entraine également un défaut de multiplication in vitro, associé¢ a un léger
retard de sortie du phagosome ainsi qu’une atténuation importante de la virulence chez la
souris. Ce transporteur assure donc la captation de I’isoleucine dans des conditions ou
I’utilisation de la thréonine, ne permet pas d’assouvir les besoins de la bactérie. De fagon
remarquable, la voie de biosyntheése de 1’isoleucine via la thréonine est interrompue chez les
sous-especes fularensis et holarctica. La croissance de ces sous especes, plus virulentes que
novicida, dans la cellule infectée devient donc strictement dépendante du transport de
I’isoleucine par IleP. Cet exemple constitue une parfaite illustration de la spécialisation des
souches pathogénes aux conditions nutritionnelles de leur hote.

En conclusion, I’ensemble des travaux présentés dans cette thése a permis de démontrer la
participation de deux transporteurs d’acides aminés a la virulence nutritionnelle de la bactérie
Francisella.
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Introduction

La tularémie, aussi appelée maladie de Francis, maladie de Ohara, fievre de la mouche du
cerf, Yato-Byo ou fievre de la vallée de Pahvant est une arthropozoonose cosmopolite
endémoépidémique, dont les réservoirs animaux sont nombreux (liévre, lapin, renard, rat,
écureuil, sanglier,...). Cette maladie, principalement animale, atteint accidentellement
I’Homme chez qui elle peut étre mortelle en absence de traitement. Elle sévit dans différentes
régions du monde et plus particulicrement dans I’hémisphére nord.

L’agent responsable de la tularémie, Francisella tularensis, a été isolé¢ en 1911 a partir de
cadavres d'écureuils dans le comté de Tulare (Californie), qui lui a donné son. Cette maladie
et son agent ont été étudiés jusqu’en 1924 par Mac Coy, Chapin, Lamb, Francis, Parker et
Spencer. Leurs travaux ont montré que : i) ’affection sévissant chez les écureuils et les lapins
sous la dénomination de « pseudopeste des rongeurs » €tait la méme touchant ’Homme sous
des dénominations diverses ; ii) son agent était identique et iii) des vecteurs pouvaient jouer
un rdle dans la transmission de la maladie. C’est pour ces raisons qu’en 1974, cette bactérie,
jusque-la appelée Bacterium tularensis, fut rebaptisée Francisella tularensis, en I’honneur de
son découvreur Edward Francis. En 1920, Ohara met en évidence la présence de la tularémie
au Japon, ou elle aurait été décrite par Homma dés 1820. Par la suite, la maladie a été décrite
dans de nombreux pays du continent eurasien.

En France, plusieurs cas suspects ont ét¢ décrits deés 1930, puis diagnostiqués en 1946-
1947 dans quatre départements frangais : La Touraine, la Franche-Comté, la Cote-d’Or et la
Gironde. Depuis, cette affection est régulierement mise en évidence, aussi bien chez 1’animal
que chez I’Homme, le plus souvent sous la forme de cas sporadiques.

Classée depuis de nombreuses années en tant qu’arme biologique de premicre catégorie, F.
tularensis connait, depuis 2001, un regain d’intérét. En effet, son caractére hautement
pathogéne, notamment par voie pulmonaire, en fait une arme bioterrorisme de premier choix.

Dans le premier chapitre de cette thése, nous rappellerons tout d’abord les principales
caractéristiques du genre Francisella, la pathologie que cette bactérie provoque chez
I’homme, ainsi que son utilisation potentielle dans la guerre biologique. Le second chapitre
nous amenera a discuter des relations hotes-pathogenes lors de 1’infection par F. tularensis.
Enfin, dans le dernier chapitre, nous aborderons les liens entre la nutrition et la virulence chez

les bactéries pathogenes, et en particulier chez les bactéries a multiplication intracellulaire.



Chapitre 1: Francisella tularensis, une bactérie

d’intérét majeur



Ce premier chapitre sera consacré a une présentation générale de la bactérie Francisella
tularensis. Dans un premiers temps, je m’intéresserai a la bactérie elle-méme dans ces aspects
phylogéniques, bactériologiques et génotypiques. Dans un second temps, je traiterai de la
tularémie, maladie provoquée par F. tularensis. Dans un dernier temps, je développerai les

aspects guerre biologique et bioterrorisme liés a F. tularensis.

1. Le genre Francisella

1.1 Taxonomie

1.1.1 Francisella tularensis subsp. tularensis et subsp. holarctica

La position taxonomique de F. tularensis a connu de nombreuses modifications depuis sa
découverte (voir tableau 1). F. tularensis, d’abord nommée Bacillus tularensis par Edward
Francis, a été, suite a des études sérologiques, classée dans le genre Pasteurella. Ce n’est
qu’en 1947 que Dorofe’ev propose de former le genre Francisella, avec comme seule et
unique espéce F. tularensis (Dorofe’ev).

Par la suite, des expériences d’hybridation ADN-ADN ont confirmé que le nouveau genre
bactérien Francisella n’appartenait pas aux genres Pasteurella, Yersinia ou aux
entérobactéries (Ritter and Gerloff, 1966). En 1994, 1’analyse de séquences d’ARN ribosomal
16S n’a révélé aucun lien entre le genre Francisella et d’autres genres bactériens décrits
(Forsman et al., 1994). De plus, ces ¢tudes ont permis de classer Francisella dans la
subdivision des gamma-protéobactéries et dans 1’ordre des Thiotrichales.

Au sein des gammaproteobacteria, la famille la plus proche des Francisellaceae est celle
des Piscirickettsiceae, dont fait partie la bactérie Piscickettsia. salmonis, agent de septicémies
du poisson (Fryer et al., 1992). Les organismes les plus proches de Francisella sont des
bactéries intracellulaires obligatoires, comme Wolbachia persica, et deux autres
endosymbiontes de tiques (Sjostedt, 2005). D’autres organismes intracellulaires, comme

Legionella et Coxiella, sont aussi phylogénétiquement proches de F. tularensis (voir figure 1).



Figure 1: Relations phylogénétiques de 16 especes de gamma-protéobactéries, dont
Francisella tularensis, par un alignement de protéines encodées par les genes dnaA, fisA, mfd,

mraY, murB, murC, parC, recA, recG et rpoC. D’aprées (Larsson et al., 2005)
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En 1959, deux agents étiologiques de la tularémie sont mis en évidence chez le lievre
comme ayant une virulence différente (Olsufiev NG et al., 1959). De ces observations
découlent deux sous-especes de F. tularensis. La premicre, regroupant des isolats
particulierement pathogeénes retrouvés uniquement en Amérique du Nord, est appelée
« Biovar tularensis » ou «type A» et puis F. tularensis subsp. tularensis. La seconde,
retrouvée dans tout 1’hémisphére nord et présentant une virulence moins importante est
appelée « Biovar palaearctica » ou « type B » puis F. tularensis subsp. holarctica (Olsufjev
NG., 1970). Par la suite, une troisiéme sous-espece, F. tularensis subsp. mediasitica, a été

créée a partir d’isolats d’Asie Centrale et de Russie.



1.1.2 Francisella tularensis subsp. novicida

Isolée pour la premicre fois en 1951 dans un échantillon d’eau aux Etats-Unis, F.
tularensis subsp. novicida a tout d’abord été rattachée au genre Pasteurella (Larson et al.,
1955), puis transférée dans le genre Francisella en 1959 sous le nom F. novicida (Olsufiev
NG et al., 1959).

Jusqu’en 1989, cette souche restera la seule représentante 1’espece. En 1989, Hollis
rapporte 1’isolement de deux souches de F. movicida a partir de prélévements d’origine
humaine : une souche isolée des ganglions lymphatiques d’un patient présentant une infection
comparable a la tularémie ulcéro-ganglionnaire et une souche isolée du sang d’un individu
agé et alcoolique, présentant une infection comparable a la forme typhoide de la tularémie
(Euseby JP). Au vu des caractéres biochimiques et d’expérience d’hybridation ADN-ADN, il
est propos¢ de reclasser la bactérie comme une sous-espece de Francisella tularensis (Hollis
et al., 1989). Cette proposition a été confirmée en 1994 par une analyse de ’ARN 16S
ribosomal de F. novicida qui s’est avérée identique a celui de F. tularensis (Forsman et al.,
1994). 11 est donc communément admis 1’actuelle taxonomie basée sur la phylogénie : F.
tularensis subsp. novicida (voir tableau 1). Cependant, les différences de cycle de vie, de
virulence et de pouvoir pathogéne chez ’'Homme entre F. tularensis subsp. novicida et les

sous especes tularensis et holarctica demeurent des points de discussion de ce classement.

1.1.3 Francisella tularensis subsp. philomiragia

Une troisieme espece, appelée F. philomiragia, a été isolée d’un rat musqué dans 1’Etat de
I’Utah en 1959 (Jensen et al., 1969). L’année suivante, quatre isolats d’échantillons d’eau ont
été étudiés et classés dans le genre Yersinia pour leur parenté d’ADN avec Y. pestis (25%)
(Ritter and Gerloff, 1966), ainsi que leur ressemblance morphologique dans les tissus
d’animaux infectés (Bercovier, H. and H. H. Mollaret, 1984). Ce n’est qu’en 1989, apres des
analyses d’hybridation ADN-ADN et I’é¢tude de la composition en acide gras de la paroi
bactérienne de Y. philomiragia, qu’Hollis et ses collaborateurs ont proposé un transfert

taxonomique vers le genre Francisella (Hollis et al., 1989) (voir tableaul).



1.1.4 Nouvelles espéces et sous-espéces de Francisella

En 2007, une bactérie responsable d’infections graves chez les cabillauds d’un élevage
norvégien est décrite comme appartenant au genre Francisella. Elle est nommée F. piscicida
(Caipang et al., 2010; Ottem, K. F, 2007).

En 2010, I’analyse de la souche FhSplT isolée de sang humain par séquencage de
I’ARN16S et du géne recA a permis de mettre en évidence une nouvelle espece de Francisella
appelée F. hispaniensis (Huber et al., 2010).

En 2011, ’analyse d’une souche de Francisella pathogéne d’ormeaux géants du Japon a
permis d’identifier F. halioticida, une nouvelle espeéce de Francisella (Brevik et al., 2011).

Une autre espéce de Francisella a été¢ décrite en 2009 : F. noatunensis. Cette espéce, mise
en ¢évidence par D'Institut National Vétérinaire de Norvége lors d’examens de morues
d’¢levage présentant une maladie granulomateuse, constitue la quatrieme espéce de genre
Francisella. Dans un premier temps classée comme une sous-espece de F. philomiragia, F.
noatunensis n’a été élevée au rang d’espeéce qu’en 2009, suite a 1’étude des séquences ARN
16S et de neuf génes domestiques (Ottem et al., 2009).

Pour terminer, une nouvelle espéce de Francisella, F. guangzhouensis, a été identifi¢ en
2013 dans I’eau de systemes d’air conditionné d’un immeuble de la ville de Guanzhou, en

Chine (Qu et al., 2013).
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Tableau 1 : Classification phylogénique de Francisella tularensis

Domaine Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Thiotrichales
Famille Francisellaceae
Genre Francisella
tularensis
philomiragia
piscicida
Espéces noatunensis
hispaniensis
halioticida
guangzhouensis

tularensis (type A)

holarctica (Type B)
Sous-especes de F. tularensis

novicida

mediasitica

1.2 Caracteres bactériologiques

La famille des Francisellaceae est constituée de coccobacilles a Gram négatif, d’une
longueur variant entre 0,2 et 1,7 um et d’un diamétre compris entre 0,2 et 0,7 pum. Dans les
tissus infectés, la morphologie est polymorphe. On y retrouve des bactéries allongées, pouvant
donner des filaments, ainsi que d’autres formes, dites « minutes », d’une taille d’environ 300
nm. Les Francisellaceae sont immobiles, aérobies strictes, catalase faiblement positive,
oxydase négative, uréase négative, indole négative, nitrate réductase négative et dégradent les
sucres en générant peu d’acide et sans production de gaz.

Les formes virulentes de F. tularensis sont entourées d’une capsule polysaccharidique de
0,02 a 0,04 um d’épaisseur, dont la perte n’affecte pas la viabilité¢, mais s’accompagne d’une
perte de virulence. Le pourcentage en lipide de la paroi (70%) est assez inhabituel pour une

bactérie & Gram négatif et la nature des acides gras est caractéristique du genre Francisella.
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Elle est constituée d’acides gras a longues chaines carbonées (C;s a Cys) saturées ou mono-
insaturées et de deux types d’acides gras hydroxylés (Ci¢ -0 30u et Cis 0 30m)-

La culture des Francisellaceae est fastidieuse, en particulier pour les sous-especes
tularensis, holarctica et mediasitica, pour qui elle est plus difficile que pour la F. novicida et
F. philomiragia. En effet, I’étude du génome de F. tularensis subsp. tularensis montre que
plus de 10% de ces génes contiennent des insertions ou présentent des délétions ou des
substitutions. Cette proportion de génes rendus inactifs entraine I’absence de certaines voies
métaboliques qui expliquent les nombreuses exigences de la bactérie pour sa croissance.

Les principaux milieux utilisés pour I’isolement et la culture de F. tularensis sont le milieu
de Francis, le milieu de Mc Coy et Chapin, le milieu glucose-cysteine-peptone, la gélose
BCYE ou la gélose chocolat enrichie en IsoVitaleX'™ (Beckon Dickinson, France) ou
PolyViteX " M(AES, France). Les mélanges nutritifs IsoVitaleX™ et PolyVitaleX™,
initialement congus pour la croissance des espéces Haemophilus et Neisseria, fournissent des
vitamines, des acides aminés, des coenzymes, du dextrose, des ions ferriques, le facteur V
(nicotinamide-adénine-dinucléotide, NAD) ainsi que d’autres facteurs favorisant la croissance
des souches exigeantes.

Sur ces milieux, apres incubation a 37°C, la culture apparait en 2 a 4 jours. La croissance
bactérienne est facilitée en atmosphére enrichie en CO, (5% de CO;). Les colonies sont
convexes, opaques, lisses, brillantes et de couleur créme. Leur taille varie de 1 a 3 mm (voir
figure 2). D’une maniere générale, F. novicida pousse plus rapidement et donne une culture

plus abondante que F. tularensis.

Figure 2 : Aspect des colonies de Francisella tularensis subsp. holarctica souche LVS sur

gélose chocolat enrichie en IsoVitaleX ™ aprés 48h de culture a 37°C
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Les différentes especes de Francisella ne sont capables de dégrader qu’un nombre limité
de sucres sans production de gaz. Seule la sous-espece mediasitica ne peut pas fermenter le
glucose et le maltose, cela en fait donc un caractére discriminant (voir tableau 2). Les sous-
especes tularensis et holarctica peuvent étre distinguées par leur utilisation du glycérol et la
présence d’une citruline uréidase (Marchette and Nicholes, 1961). F. philomiragia est la seule
espece possédant une oxydase et une gélatinase. La production d’indole est caractéristique des
especes philomiragia et piscida. Pour terminer, seules les espéces philomiragia et piscida

ainsi que la sous-espece novicida peuvent assimiler le saccharose (voir tableau 2).
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Tableau 2 : Caracteres phénotypiques de différenciation entre les espéces et sous-especes

appartenant au genre Francisella. D’aprés (Karl F. Ottem et al., 2007; Ottem, K. F, 2007;

Sjéstedt, A. B., 2005)

F. t subsp F. t. subsp F.t subsp F.tsubsp F. F.

tularensis holarctica mediasitica novicida  philomiragia  piscida
Taille <0,5 um <0,5um <05um <0,5um <0,5um  <0,5 um
Mobilité - - - - - -
Capsule + + + - ND ND
Température optimale 37 37 37 37 25 ou 37 20
de croissance (°C)
Croissance sur Mac - - - R R R
Conkey
Croissance sur gélose - - - + + -
au sang
Besoin en cystéine + + + - - -
Oxydase - - - - + -
Catalase + + + + + +
Indole - - - - + +
Uréase - - - - - -
Réduction des nitrates - - - - - -
Gélatinase - - - - + -
Production d’H2S sur + + + + + Faible
milieu supplémenté en
cystéine
B-lactamase + + - + + +
Fermentation des sucres :
Maltose + + - R + +
Lactose - - - - - -
Saccharose - - - + + +
D-Glucose + + - + R +
Glycérol + - + R - -
Citrulineureidase + - + + ND ND
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1.3 Caracteres génotypiques

Le séquencage des génomes de souches de Francisella est relativement récent. En effet, le
séquencage total du génome de la souche F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4 a été
réalisé en 2005 (Larsson et al., 2005). Par la suite, le séquencage du génome de nombreuses
souches de Francisella a été réalisé et de nouveaux génomes sont en cours d’analyse.
Actuellement, les génomes complets de plus de 20 souches de F. tularensis sont consultables
en ligne.

La taille des génomes des différentes sous-espéces de F. tularensis varie entre 1,5.10° et
2,0.10° paires de bases (pb) et le pourcentage en G+C entre 33 et 36% (Sjostedt, A. B., 2005).
Ce faible pourcentage en G+C est une des caractéristiques du genre Francisella. L’étude des
génomes séquencés s’est révélée d’une importance primordiale dans la compréhension des
liens phylogénétiques entre les différentes sous-espéces. Elle a de plus permis I’identification
de genes prédits comme impliqués dans la virulence, le métabolisme ou le transport.

F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4, dont la séquence génomique totale a été analysée
la premiére, provient d’un cas clinique humain de tularémie identifi¢ dans 1’état de 1’Ohio aux
Etats-Unis (Larsson et al., 2005). Cette séquence de 1.892.919 pb (1,89 Mpb) contient 1.804
régions codantes, dont 302 spécifiques au genre Francisella. L’étude de ce génome a permis
de mettre en évidence des mutations, par insertion ou délétion, dans plus de 10% des genes,
les rendant ainsi inactifs. Ces genes correspondent majoritairement a des protéines impliquées
dans le transport, le métabolisme de I’ADN et la synthése d’acides aminés. En conséquence,
plus de la moiti¢ des voies métaboliques de la souche Schu S4 sont interrompues, expliquant
ainsi en partie les exigences nutritionnelles et I’importance du transport pour la survie de la
bactérie.

Dans un second temps, la séquence de la souche F. tularensis subsp. holarctica OSU1S8,
isolée en 1978 dans I’Etat de 1’Oklahoma sur un castor mort de la tularémie, a été analysée.
D’une taille de 1.895.727 pb, le génome de cette souche contient 1.924 régions codantes et
présente 99% d’identité avec la séquence génomique de la souche SCHU S4 (Petrosino et al.,
2006). De méme, elle présente une mutation dans environ 10% de ses genes.

Bien qu’ayant une séquence nucléotidique proche, les génomes des deux sous-especes
tularensis et holarctica présentent des arrangements différents. En effet, certaines régions
répétées ne sont pas disposées a des endroits identiques du génome. Ces régions répétées,
constituant des régions appelées séquences d’insertion (IS), favorisent des phénomenes de

réarrangement génomique par recombinaison. Ces phénomenes de réarrangement génomique
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sont particulierement retrouvés chez la sous-espéce fularensis qui présente un polymorphisme
dans ces séquences génomiques (Beckstrom-Sternberg et al., 2007; Chaudhuri et al., 2007).
Des variations, dues a des inversions et des translocations de séquences, sont observables chez
différents isolats de la sous-espece fularensis originaires de différentes régions des Etats-Unis
(Beckstrom-Sternberg et al., 2007).

L’analyse du polymorphisme de ces génomes a conduit a la création de deux sous-
populations. La premicre, appelée A.1, est retrouvée dans le centre-Sud des Etats Unis. La
seconde, A.2, est retrouvée dans les zones montagneuses de I’Ouest. On estime que ces deux
sous-populations de F. tularensis subsp. tularensis ont évolué¢ différemment en fonction de
leur distribution géographique, de leurs hotes et de leurs vecteurs, différents d’une localisation
a l’autre. De nombreux génotypes, de virulence trés variables, sont actuellement décrits pour
les souches de type A (Ala, Alb, A2a, A2b) et B (Molins et al., 2010; Pandya et al., 2009).
Le génotype Alb, dont fait partie F. tularensis subsp tularensis Schu S4, est celui contenant
les souches les plus virulentes.

Dans un troisiéme temps, I’analyse de la séquence génomique de la souche F. tularensis
subsp. novicida a mis en lumicre une identité de 97,8% avec la souche F. holarctica LVS
(Live Vaccine Strain) et de 98,1% avec la souche F. tularensis SCHU S4 (Rohmer et al.,
2007). 11 est notable que les génomes des souches SCHU S4 et LVS contiennent davantage de
zones dupliquées que le génome de Ul12. Cependant, le génome de U112 a subi moins de
réarrangements chromosomiques et ne posséde que 1% de génes rendus inactifs par mutation.
Cela explique la culture plus rapide et le plus petit nombre d’auxotrophies de la souche U112.

Les différentes analyses génomiques ont mis en lumiére un niveau de conservation
important entre les génomes des différentes espéces de Francisella et ce, malgré leurs
différences de phénotype, de virulence ou de distribution géographique. Cette conservation
semble liée au caracteére intracellulaire de ces bactéries (Broekhuijsen et al., 2003). En effet,
les génomes des sous-especes tularensis et holarctica possédent beaucoup plus de geénes
mutés, entrainant de nombreuses voies métaboliques incomplétes, que la sous-espece
novicida, faiblement pathogéne pour ’'Homme. Chez certaines bactéries pathogeénes, telles
Yersinia pestis (Parkhill et al., 2001), Bordetella pertussis (Parkhill et al., 2003), Burkholderia
pseudomallei (Moore et al., 2004) et Mycobacterium leprae (Cole et al., 2001), une
corrélation entre la perte d’information génétique (due aux réarrangements chromosomiques)
et la présence de séquences d’insertion a déja ét¢ démontrée. Ces phénomenes de
recombinaison sont caractéristiques des pathogenes virulents ou émergents lors de processus

d’adaptation.
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L’interruption de voies métaboliques, bien que rendant ces organismes moins résistants
dans le milieu extérieur, les rend nettement plus adaptés a leurs hotes dans lesquels certaines
fonctions métaboliques ne sont pas indispensables.

F. tularensis semble donc s’étre adaptée en perdant notamment certains génes impliqués
dans son métabolisme tout en dupliquant une partie de ses genes, permettant notamment

I’expression de sa virulence et donc sa survie chez 1’hote.

2. La tularémie
2.1 Epidémiologie

2.1.1 Répartition géographique

Une des caractéristiques importantes de F. tularensis est sa capacité a infecter un large
panel d’especes animales terrestres ou aquatiques, laquelle explique la trés large répartition
des cas de tularémie sur le globe (voir figure 3).

La tularémie se présente le plus souvent sous la forme de cas sporadiques. Cependant, des
foyers épidémiques existent aux USA, en ex-URSS et en Europe du Nord. Elle sévit a 1’¢état
endémique en Europe centrale et orientale. Des poussées épidémiques de tularémie se
produisent, en cycle de 3 a 4 ans, correspondant aux années ou des pics de population de
micro-mammifeéres sont enregistrés (Vaissaire et al., 2005). En France, des pics épidémiques
semblent avoir lieu tous les 10 ans.

Les cas de tularémie sont principalement localisés dans I’hémisphére nord, entre le 30°™ et
le 71°™ paralléle. En Amérique du Nord, la souche F. tularensis subsp. tularensis est la plus
retrouvée, principalement aux Etats-Unis, au Canada et au Mexique. La maladie,
particulierement présente dans les régions du centre et du Sud, touche tous les états des Etats-
Unis a I’exception d’Hawai (CDC, 2002). Le nombre de cas décrits varie en fonction de la
saison et de la localisation géographique. En effet, a 1’Ouest du Mississipi, dans les états du
Missouri, de I’ Arkansas et de I’Oklahoma, la tularémie sévit I’été. A 1’Est du Mississipi, vers
les Appalaches et jusqu’aux Grands Lacs, il s’agit d’une tularémie d’hiver (Dr Cavallini). En
2000, la plupart des 142 cas de tularémie mis en évidence aux Etats-Unis ont été décrits dans

les états de 1'Ouest et du centre/sud : Montana, Dakota du Sud, Arkansas, Kansas et Oklahoma
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(Bryant, 2002). Toujours en 2000, des formes de tularémies pulmonaires, dont certaines
mortelles, sont survenues a Martha’s Vineyard dans le Massachusetts.

En Europe, la sous-espéce la plus retrouvée est F. tularensis subsp. holarctica. Sont
atteints particulierement les pays d’Europe centrale traversés par de grands fleuves tels la
Lituanie, la Bulgarie, la Roumanie, la Pologne, la Biélorussie et I’'Ukraine. L’Europe du Nord
est, elle aussi, touchée et plus particulierement durant 1’été. De nombreux cas ont été¢ décrits
dans les fjords de Norvége et de Suede, ainsi qu’en Finlande et en République Tcheque
(Cerny Z, 2001). En 2002, deux cas de tularémie ont été décrits au Danemark, sur I’ile de
Nornholm. Cette ile est située sur le trajet d’oiseaux migrateurs en provenance de pays
endémiques pour la tularémie (Suede et Finlande). Le rdle de ces oiseaux ainsi que des
arthropodes les parasitant a été suspecté dans la contamination de I’environnement (Hansson
and Ingvarsson, 2002).

L’ex-Union soviétique est-elle touchée par la sous-espéce F. tularensis subsp. mediasitica,
et plus particulierement dans la région des grands lacs, (Raoult D). En Asie, des cas ont été
répertoriés en Afghanistan, en Iran, en Israél, en Birmanie, en Chine, en Corée et au Japon. En

Afrique, seule la Tunisie posséde des cas répertoriés de tularémie (Dr Cavallini).

Figure 3 : Répartition mondiale des sous-espéces de Francisella tularensis
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2.1.2 Réservoirs naturels

Francisella posséde un éventail de réservoirs naturels extrémement large et varié. En effet,
son cycle naturel fait intervenir non seulement I’environnement mais aussi des animaux et des
arthropodes piqueurs.

Environnement. La survie de Francisella dans I’environnement est trés dépendante de la
température. En effet, elle peut survivre durant plus de 6 mois a une température de 0°C dans
des cadavres d’animaux, de I’eau, de la terre, de la boue, de la paille ou des grains. A
I’inverse, a une température de 10°C, sa survie n’est limitée qu’a quelques jours (Euseby JP).
L’environnement peut étre contaminé¢ par des déjections animales et en particulier de
rongeurs. La survie du germe dans I’eau et la boue serait en partie due a une contamination
amibienne (Euseby JP). Cette possibilité de survie de la bactérie par infection de protozoaires
fait actuellement 1’objet de recherches (Titball et al., 2003).

Animaux. Plus d’une centaine d’animaux sauvages (Avril JL et al, 2000), 9 especes
d’animaux domestiques, 25 espéces d’oiseaux, des poissons, des amphibiens et des
invertébrés ont été décrits comme porteurs de la bactérie (Estavoyer et al., 1993). Ce sont les
animaux les plus sensibles qui sont a I’origine des épizooties les plus importantes : aux Etats
Unis, ce sont les lapins sauvages (particulieérement I’espece Sylvilagus) (Sjostedt, 2007) et les
rats musqués ; en Europe, se sont les lagomorphes, en particulier les liévres et les rongeurs
(campagnols, souris et mulots) qui sont les plus retrouvés. En Europe centrale, le lievre
constitue le principal vecteur de tularémie, mais la bactérie a également été retrouvée chez
I’écureuil, le lapin et le campagnol. En Europe de 1’Ouest, la maladie se propage rarement a
I’Homme. La seule épidémie, probablement consécutive a une importation de liévres
sauvages, a €té enregistrée en Espagne en 1990 (Anda et al., 2001; Pérez-Castrillon et al.,
2001).

Le role des oiseaux migrateurs en tant que vecteur de la tularémie a été mis en évidence en
2002 (Hansson and Ingvarsson, 2002). Les carnivores (renards, putois, belettes, furets) ainsi
que les poules sont assez peu réceptifs a la maladie mais peuvent jouer un réle mineur de
vecteurs passifs dans la transmission de celle-ci.

Les lievres, les rongeurs du type campagnols et les mulots constituent, en France,
I’essentiel du réservoir naturel de la maladie. En effet, ce sont les animaux les plus sensibles
et les plus réceptifs a F. tularensis. La tularémie semble méme étre un facteur de régulation de

leur population. Les rongeurs et les lievres contaminés présentent soit des septicémies
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mortelles en 2 a 3 jours, soit des formes subaigués accompagnées d’une asthénie intense et
mortelle en une semaine. A ’autopsie, les organes sont congestionnés, la rate présente une
augmentation de taille et des micro-abces sont souvent visibles sur de nombreux organes.

Le chat domestique, bien qu’assez peu réceptif a la maladie, peut la transmettre de maniére
directe, mais surtout indirecte, en ramenant chez ses propriétaires des rongeurs morts infectés
(Eliasson et al., 2002). Chez le chat, I’infection a une traduction clinique variable : formes
inapparentes révélées uniquement par sérologie, septicémies mortelles ou infections
subaigués. Dans ce dernier cas, on note de la fiévre, une anorexie, une indifférence, des
adénites dans les régions sous-maxilaires et cervicales et des adénites généralisées. Les chats
infectés, présentant ou non des signes cliniques, peuvent contaminer I’Homme par morsure ou
griffure. Entre 1928 et 1993, 51 cas de tularémie humaine transmise par le chat ont été
rapportés dans la littérature scientifique. La transmission de I’infection est liée a la présence
de bactéries dans la bouche ou sur les griffes, consécutive a la chasse ou a I’ingestion
d’animaux contaminés (Euseby JP). La tularémie est peu documentée sur les chiens et
I’espéce semble relativement résistante a I’infection. De méme peu de forme bovine de
tularémie sont documentées. A 1’inverse, des formes équines, ovines et chez le porcelet sont
décrites (Euseby JP).

Chez les primates, des formes comparables a la forme typhoidique de ’Homme ont été
mises en évidence, avec une présence de complications pulmonaires et un taux de mortalité
pouvant atteindre les 25% en dépit du traitement.

Arthropodes. Les arthropodes hématophages (tiques, moustiques, taons, puces, poux)
constituent un réservoir inépuisable de vecteurs grace a une transmission trans-ovarienne
indéfinie a la descendance (Avril JL et al, 2000).

Les tiques concernées appartiennent a des especes différentes selon les continents : Ixodes
ricinus et Dermacentorreticularis en Europe (Ellis et al., 2002 ; Golubi¢ and Zember, 2001) et
Dermacentor variabilis, Amblyoma americanum et Dermacentor andersoni aux Etats-Unis
(Machado, 2002). Chez les tiques, la bactérie est principalement présente au niveau des selles
et a 'intérieur des glandes salivaires. Les tiques permettent la contamination d’espéces moins
sensibles a la bactérie telles les bovins, les ovins et les chiens. Ces espéces possedent en
revanche un potentiel de contamination de I’Homme beaucoup plus élevé que les animaux de
la faune sauvage. De plus, une tique peut permettre une contamination par plusieurs especes
de bactéries. Ainsi, une tularémie associ¢e a la maladie de Lyme a été mise en évidence en
Croatie en 2001 (Golubi¢ and Zember, 2001). La prolifération de F. tularensis serait favorisée

dans la tique par des substances contenues dans la salive de celle-ci (Dr Cavallini).
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Aux Etats-Unis, les tiques et la mouche du cerf (Chrysopsdisalis) sont les vecteurs
arthropodes principaux. En Europe centrale et dans les régions traversées par des ruisseaux,
des étangs, des lacs et des rivieres, les infections dues a la sous-espeéce holarctica sont
principalement dues aux moustiques. En Europe de I’Est, les cas cliniques régulierement
décrits en Russie, au Kazakhstan et au Turkménistan, sont principalement dus aux moustiques
et aux mouches, notamment a la mouche de cerf.

Le mode de contamination des insectes piqueurs n’est a ce jour pas totalement connu.
L’hypothese d’une contamination a un stade larvaire via de 1’eau souillée par des excréments

de castors et de rats musqués infectés semble étre la plus probable (Jellinson, W. L., 1950).

2.1.3 Surveillance de la tularémie humaine

L’étude épidémiologique des différentes sous-especes de F. tularensis est rendue difficile
par la grande diversité des hotes, I’étendue de leur distribution ainsi que I’irrégularité de leur
répartition géographique. De plus, 1’activit¢ humaine a un impact important sur 1’émergence
de la maladie. En effet, depuis 1940, I’exode rural, entrainant I’essor des agglomérations ainsi
que la diminution des professions agricoles, a engendré une diminution des cas mondiaux de
tularémie. A ’'inverse, les périodes de guerre ont conduit & une forte augmentation des cas de
tularémie. Cela a été le cas durant la seconde guerre mondiale, notamment en Russie, et plus
récemment durant la guerre au Kosovo. Ces cas sont notamment diis a la dégradation des
conditions d’hygiéne, ainsi qu’a 1’augmentation corrélée des populations de rongeurs
(Reintjes, 2002) (voir tableau 3).

Les données exactes concernant le nombre de cas mondiaux ne sont pas connues
(Machado, 2002). De plus, une sous-estimation importante, du fait d’affections souvent
bénignes et non déclarées, diminue largement les chiffres. Les principales données
proviennent des Etats-Unis ainsi que de I’ex-URSS (voir tableau 3).

Aux Etats-Unis, la déclaration obligatoire de la maladie, qui avait disparu en 1994, a été
restaurée en 2000, en raison de I’utilisation possible en tant qu’arme de bioterrorisme
(Machado, 2002). Le nombre de cas annuels, dépassant les 1000 en 1940, a fortement
diminué et oscille actuellement entre 100 et 200 (Feldman KA, 2003 ; Machado, 2002 ; Office
international des épizooties et al., 2005). En ex-URSS, le nombre de cas sur le méme laps de
temps est passé de 100 000 cas annuels a quelques centaines (Euseby JP). En Europe, les

principales épidémies de tularémie ont été recensées en Suede, Finlande et au Kosovo.
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Tableau 3 : Principales épidémies de tularémie recensées dans la littérature. D’apres (Mailles

and Vaillant)
Année, Lieu Nombre de | Origine de la contamination Remarques Réf
cas
1978, Velky 131 Jus de pomme fait maison Maison de retraite (Czerny Z et al.,
Tchécoslovaquie 1982)
1978, Marta’s 7 Aérosol, Chien Vecteur Ile (Matyas et al.,
Vineyard passif hyper endémique 2007)
Massachussets
1981, Ljudsal, Suede 529 Moustiques Durée 2 mois (Christenson,
1984)
1982, Sansepolcro, 45 Contamination réseau d’eau | Liévres positifs a (Greco et al.,
Italie proximité 1987)
1982, Oulu, Finlande 123 Manipulation fourrages, Durée 9 mois (Syrjdla et al.,
taillage de haie, aérosols 1985)
1984, Dakota du Sud 20 Morsures de tiques Coexistence F. ¢ (Markowitz LE
subsp tularensis et F. | et al., 1985)
t subsp holarctica,
enfants
1997, Smolensk, Non Réseau de distribution d’eau | Contamination liée a (Rogutskii et al.,
Russie précisé un défaut d’entretien | 1997)
1998 Slivnitza, 262 Rongeurs + lievres + tiques Majorité en 1998-99, | (Kantardjiev et
Bulgarie fin de I’épidémie en al., 2006)
2003
1998, Espagne 19 Péche aux écrevisses Durée 2 semaines (Anda et al.,
2001)
1999, Kosovo 900 Aliments contaminés par des | Tout le pays, environ | (Reintjes, 2002)
rongeurs 6 mois
1999, Dagestan 64 Citernes d’eau de boissons Zone marécageuse (Tikhenko et al.,
ouvertes et tiques 2001)
2000, Suede 270 Moustiques, travail a la Plusieurs régions (Eliasson et al.,
ferme, chat 2002)
2000, Marta’s 15 Acérosols de poussiéres 11 pneumopathies (Feldman et al.,
Vineyard, provoqués par des tondeuses 2001)
Massachussets a gazon
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En France, aprés avoir été supprimée en 1986, la tularémie a fait son retour dans la liste
des maladies a déclaration obligatoire en octobre 2002. Ce retour a pour but de prévenir
I’émergence de zone endémique ou 1’apparition d’une nouvelle souche éventuellement liée a
une utilisation malveillante. Les médecins et biologistes diagnostiquant un cas de tularémie
chez un patient, doivent notifier celui-ci a I’Agence régionale de santé (ARS) a 1’aide d’une

fiche de déclaration standardisée (téléchargeable a https://www.formulaires.modernisation.

gouv.fr/gf/cerfa_12214.do). Cette fiche permet de recueillir les données cliniques, les

informations sur la nature et les résultats des examens diagnostiqués ainsi que les expositions
a des risques connues comme fréquentes dans la littérature.

Sont considérés comme exposition a risque les piqlres de tiques, de moustiques, les
contacts directs avec les animaux (en particulier lievres, rongeurs, lapins sauvages, ruminants,
écrevisses), les professions exposant a des animaux ou a un environnement possiblement
contaminé par des animaux, les activités de plein air génératrices d’aérosols, de poussicres ou
exposant a la terre dans les zones géographiques ou un réservoir animal est présent (Mailles
and Vaillant, 2005).

Du 1 octobre 2002 au 31 décembre 2012, 434 cas de tularémie ont été diagnostiqués et
déclarés en France, soit une incidence annuelle moyenne de 0,07 cas pour 100 000 habitants
(voir figure4). Parmi ces cas, 395 étaient des cas sporadiques et 39 appartenaient a 10
épisodes de cas groupés. Un pic de tularémie humaine a été observé durant I’hiver 2007/2008.
Cette épidémie a été corrélée a une augmentation des cas de tularémie chez le lievre a la

méme période.
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Figure 4 : Nombre de cas sporadiques et non-sporadiques de tularémie déclarés en France de

2002 a 2012 par année de déclaration. D’apres (Mailles and Vaillant, 2012).
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Des cas de tularémie ont été retrouvés dans toutes les régions de France a 1’exception de la

Corse. L’incidence moyenne la plus ¢€levée sur cette période a été enregistrée en Poitou-

Charentes (3,2/an/millions d’habitants), en région Centre (1,8/an/millions d’habitants), en

Alsace (1,7/an/millions d’habitants) et en Champagne-Ardenne (1,6/an/millions d’habitants)
(Mailles and Vaillant) (voir figure 5).

Figure 5 : Incidence des cas de tularémie déclarés par région de résidence en France de 2002

a 2012 (Mailles and Vaillant, 2012)

par million d
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La réceptivité humaine vis-a-vis de la bactérie est totale, quels que soient 1’age et le sexe.
La majorité des cas est cependant décrite chez des sujets de sexe masculin, le plus souvent
agés de plus de 30 ans (Raoult D), car ils effectuent les activités potentiellement
contaminantes (Mailles and Vaillant, 2012). Aux Etats-Unis (Bryant, 2002; Machado, 2002),
toutes les classes d’age sont concernées avec notamment de nombreux cas chez ’enfant de
moins de 10 ans ainsi que chez ’adulte de plus de 50 ans. Aucune différence de sexe/ratio
n’est observable chez les enfants. Il est a noter une incidence trés forte de la maladie chez les
Indiens d’Amérique et notamment dans les réserves du Montana et du Dakota du sud, ceci en
raison de leur mode de vie rural.

En ce qui concerne les facteurs professionnels de contamination, une large proportion de la
population des travailleurs agricoles est concernée (voir tableau 4). Les bergers, agriculteurs,
¢leveurs, gardes forestiers et gardes-chasse sont particulierement exposés (Raoult D). En
effet, la simple manipulation d’un animal malade ou mort suffit a provoquer une infection.
Les techniciens d’espaces verts (Feldman et al., 2003), employés de parcs zoologiques et
ouvriers de chenils sont également touchés (Vaissaire J, 2001). De méme, les professions de
transformation d’animaux ou de matiéres animales sont concernées : bouchers, équarisseurs,
tanneurs. Les métiers de bouche peuvent éventuellement étre touchés et en particulier les
cuisiniers, par ingestion de viande insuffisamment cuite ou lors de la préparation culinaire en
portant les mains a la bouche apres avoir touché de la viande contaminée (vérification de la
qualité de marinade avant cuisson par exemple).

Les techniciens de laboratoire et les biologistes exercent une profession a risque et tout
spécialement ceux qui sont au contact des 1époridés et des petits rongeurs. Pour terminer, les
vétérinaires, de par leur contact avec des animaux, ou en laboratoire, ont des risques accrus de

contracter la maladie (Feldman, 2003; Raoult D).
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Tableau 4 : Professions a risque en fonction des cas de tularémie déclarés en France de 2002

a2012. D’apres (Mailles and Vaillant, 2012)

Profession a risque N(%)
Agriculteur/Eleveur 38 (51)
Forestier 12 (16)
Boucher/Cuisinier 79)
Biologiste et technicien de laboratoire de biologie médicale | 4 (5)
Vétérinaire/Infirmiére vétérinaire 4(5)
Maraicher 4(5)
Paysagiste 3(4)
Vigneron/Ouvrier viticole 3(4)
Employ¢ d’animalerie 1 (1)
Equarisseur 1(1)
Moniteur d’équitation 1 (1)
Vendeur de matériel agricole 1(1)
Total 79 (100)

Concernant les populations non professionnelles susceptibles d’étre infectées par
Francisella, les chasseurs et les braconniers sont les plus exposés, a la fois aux arthropodes et
aux gibiers, ainsi qu’aux cadavres d’animaux morts de tularémie (voir tableau 5). Les
jardiniers amateurs, utilisant des moyens mécaniques sont également touchés lors de la tonte
du gazon ou du débroussaillage (Feldman et al., 2001), des cadavres de rongeurs pouvant étre
hachés par les machines utilisées. Les activités de loisirs, notamment en période estivale, sont
favorables aux piqires d’arthropodes.

Enfin, les facteurs socio-économiques défavorables entrainent le développement de
rongeurs susceptibles d’établir une contamination de la nourriture ainsi que des réserves d’eau

par leurs déjections (Reintjes, 2002).
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Tableau 5 : Expositions a risque rapportées par les cas de tularémie déclarés en France de
2002 a 2012 (plusieurs expositions possibles pour un méme cas). D’apreés (Mailles and

Vaillant, 2012)

Exposition a risque (N=434) N (%)
Profession 79 (18)
Contact direct non professionnel avec des animaux 311 (72)
- Gibier
Liévres 179 (41)
Sangliers 8(2)
Chevreuils 8(2)
- Animaux d’élevage
Lapins 18 (4)
Bovins 2(0,5)
Caprins 2(0,5)
Ovins 3(0,7)
Volailles 8(2)
- Animaux de compagnie ou de loisir
Chiens 16 (4)
Chats 13 (3)
Chevaux 5(1)
- Faune sauvage sauf le gibier
Rongeurs sauvages 42 (10)
Fouine 1(0,2)
Renards 1(0,2)
- Animal non renseigné 49 (10)
Loisirs de plein air 217 (50)
- Chasse 52 (12)
- Jardinage 59 (14)
- Sports 51(12)
- Rénovation de maison 11 (3)
Morsures de tique 82 (19)
Piqlire de moustique et tabanidé 29 (8)
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2.2 Modes de contamination, manifestations cliniques, diagnostics et traitements
de la tularémie

2.2.1 Modes de contamination

La contamination inter-animaux s’effectue principalement par voie cutanée, contact avec
d’autres animaux, voie respiratoire, au contact de végétaux contaminés ou de cadavres
infectés, ainsi que par voie digestive lors de 1’ingestion de cadavres infectés, d’eau ou de
grains contaminés (Vaissaire J, 2001). Cette contamination se fait principalement de maniére
indirecte via le milieu extérieur : le sol pour les rongeurs fouisseurs, I’eau pour les rongeurs
semi-aquatiques et par piqlres d’arthropodes.

L’Homme est contaminé de maniére accidentelle en pénétrant les foyers naturels de
tularémie (Office international des épizooties, 2005). Les modes de contamination ainsi que
les voies d’entrée sont multiples (voir figure 6). Un passage cutané ou muqueux est
observable lors de la manipulation d’animaux malades ou morts, par contact avec leurs
liquides biologiques, ou leur fourrure (Dr Cavallini). Dans ce cas, une dose de 10 a 50
bactéries peut étre suffisante pour 1’apparition de symptdmes (Euseby JP). Le sol et le
matériel souillé (clou, lame,...) peuvent étre des sources de contamination du revétement
cutané.

Les muqueuses, plus particulierement conjonctivales et pharyngées, sont des portes
d’entrée en cas de projection ou d’immersion dans un liquide contaminé. Une morsure, méme
d’un animal sain, peut également étre une cause de la tularémie. C’est le cas pour le chat qui
est un animal peu réceptif a la maladie, mais dont la gueule peut étre contaminée lors de la
capture récente d’un rongeur infecté (Euseby JP).

La piqlre d’un arthropode peut étre cause de tularémie (voir figure 6). La tique est un cas
particulier car elle peut étre considérée a la fois comme un réservoir et un vecteur de
tularémie (Dr Cavallini). Une contamination digestive peut avoir lieu soit par ingestion d’eau
souillée par des urines, des feces de rongeurs ou les cadavres d’animaux malades. Cette
contamination peut aussi étre due a I’ingestion de viande contaminée insuffisamment cuite, F.
tularensis étant détruite en 10 minutes a des températures de 55, 60°C. Ce mode de
contamination peut a la fois étre la source de cas isolés mais aussi de véritables épidémies,

notamment aux Etats-Unis ou une contamination du lait a été¢ observée (Bryant, 2002) et en
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République Tcheque ou la fabrication artisanale de jus de pomme a été incriminée (Cerny Z,
2001).

Enfin, une contamination pulmonaire par inhalation de bactéries aérosolisées a été
observée a 1’occasion de travaux ruraux (tonte, débroussaillage, battages,...), de la
manipulation d’animaux, et notamment de fourrures ou de laine, et lors du changement de
litiere. Ces aérosols peuvent provenir de poussieres de fourrages, de céréales et de laines

souillées par des excrétions de rongeurs (1997).

Figure 6 : Modes de contamination par Francisella tularensis

ﬁ/
Piglre, morsure 3 !\ a
> Tique
<€
Mouche Pl i

Lagomorphes du cheval

Moustique

7t Contact T
Déjections p Déjections
Ingestion

29



2.2.2 Manifestations cliniques

La sensibilit¢ animale & F. tularensis dépend de plusieurs facteurs : de la réceptivité de
I’espéce animale, de la souche bactérienne et de la voie de contamination. Chez 1’animal, tout
comme chez I’Homme, une dose de 10 a 50 bactéries est suffisante pour déclencher une
infection par voie intradermique ou pulmonaire.

Les espéces animales peuvent étre réparties en 3 groupes selon leur réceptivité a
Francisella :

1) Le premier groupe est constitué d’especes trés réceptives a la tularémie, tels les rongeurs
et les lagomorphes. Il est, chez ces especes, difficile d’observer les symptomes de la tularémie
car elles développent trés rapidement une forme septicémique fatale. L’inoculation
expérimentale d’un liévre entraine une hyperthermie et une apathie. L’animal est en boule
avec un poil hériss¢ et se laisse facilement approcher. La mort survient en quelques jours. Les
mémes phénomenes sont observables pour toutes les espéces de ce groupe. Il existe aussi une
forme subaigiie accompagnée d’asthénie intense, mortelle en une semaine (Euseby JP).

i1) Le second groupe est constitué par les especes réceptives mais moins sensibles a la
bactérie. Ce groupe contient notamment les primates non humains, les ovins et les oiseaux.
Chez ces animaux, l’expression de [’infection est trés variable, allant des formes
asymptomatiques a des formes mortelles.

ii1) Le dernier groupe est constitué des especes tres peu réceptives et quasiment insensibles
a la maladie (carnivores). Chez ces espéces, ce sont les formes inapparentes qui sont les plus
nombreuses.

Les animaux appartenant au premier groupe sont les principaux responsables de la

contamination des autres animaux, des arthropodes, de ’Homme et de I’environnement.

Chez I’'Homme, les formes cliniques sont extrémement variées, que ce soit par leur
localisation, leur gravité et leur porte d’entrée. Néanmoins, les formes ganglionnaires restent
de tres loin les plus caractéristiques (Mailles and Vaillant).

La premicre phase d’incubation, pouvant durer entre 1 et 15 jours (le plus souvent 3 a 5
jours) (Raoult D), est suivie d’une phase d’invasion d’une durée similaire. Le début de
I’infection est le plus souvent brutal, avec une hyperthermie importante, accompagnée de

frissons, de céphalées, de sensation de malaise, d’anorexie et d’asthénie. Ce tableau évoquant
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un syndrome grippal peut aussi étre accompagné de myalgies et de signes digestifs tels des
douleurs abdominales, des diarrhées ou des vomissements (Raoult D).

On distingue six formes cliniques principales de la tularémie chez I’Homme. Cette
distinction de formes est schématique, car des associations cliniques sont souvent décrites.

1) Formes ganglionnaire et ulcéro-ganglionnaire : il s’agit des formes les plus fréquentes de
la maladie (75 a 85% des cas). Le point d’inoculation est cutané et indique 1’origine de
I’infection. Pour la tularémie ulcéro-ganglionnaire (26% des cas de tularémie en France de
2002 a 2012), une ulcération cutanée d’un diameétre compris entre 0,5 et 3 cm est observable
au point d’inoculation, accompagnée d’une adénopathie satellite (voir figure 7). Cette
ulcération est douloureuse, suintante et posséde un pourtour rouge. Elle est le plus souvent
unique mais parfois multiple. L’évolution de cette 1ésion se fait sur plusieurs semaines et
laisse une cicatrice. Les adénopathies peuvent étre multiples et de volume wvariable.
L’évolution de cette pathologie peut se poursuivre durant six mois. Des formes dites
ganglionnaires simples (sans formation d’escarre cutané) sont fréquentes (46% des cas de
tularémie en France de 2002 a 2012). Dans ce cas, on observe une adénopathie simple sans
présence d’ulcére et accompagnée d’un syndrome pseudo-grippal. Cette forme est la plus

répandue au Japon (Office international des épizooties, 2005).

Figure 7 : Illustration de la tularémie ulcéro-ganglionnaire

i1) Formes digestive et pharyngo-ganglionnaire : ces deux formes de tularémie sont en lien
car elles résultent soit de I’ingestion de viande consommée avec une cuisson insuffisante, soit
de I’absorption d’eau contaminée. La tularémie digestive prend la forme d’une gastro-entérite
avec toxémie possible. Des lésions ulcéreuses du tube digestif accompagnées d’adénites

cervicales, pharyngées et mésentériques sont observables. La forme pharyngo-ganglionnaire
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est peu fréquente (6% des cas de tularémie en France de 2002 a 2012). Elle se caractérise soit
par une pharyngite pouvant passer facilement inapercue, soit par une angine fébrile (voir
figure 8). Un cas a été décrit en 2002 a I’hdpital de Saint-Dizier, faisant suite au plumage d’un

canard (Lepilleur et al.).

Figure 8 : Illustration de la tularémie pharyngo-ganglionnaire

ii1)) Forme oculo-ganglionnaire : cette forme concerne 1 a 2 % des malades (2% des cas de
tularémie en France de 2002 a 2012). La transmission est consécutive au contact d’un objet ou
de gouttelettes contaminés avec la conjonctive. La contamination est souvent due au
frottement de I’ceil par des doigts contaminés, a des projections d’eau contaminée, ou a des
particules aériennes infectées. Cette forme, touchant la paupicre inférieure, entraine un
syndrome oculo-ganglionnaire de Parinaud, c'est-a-dire une conjonctivite purulente,
douloureuse et unilatérale (voir figure 9). Cette atteinte oculaire peut se compliquer en ulcere

de la cornée (Dr Cavallini).

Figure 9 : Illustration de la tularémie oculo-ganglionnaire
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iv) Forme typhoidique ou fébrile pure: cette forme septicémique, s’accompagnant de
symptomes systémiques séveres, est peu fréquente et ne comporte ni ulcérations cutanées, ni
adénopathies (10% des cas de tularémie en France de 2002 a 2012). Elle a été en premier lieu
décrite par le personnel de laboratoire chargé d’autopsier des cobayes et des lapins sauvages.
Elle se traduit par une perte de poids, une fievre et une prostration. Une forme pulmonaire,
souvent asymptomatique, y est associée dans environ un cas sur deux (Euseby JP). Ces
formes peuvent aussi étre la conséquence d’une infection digestive. Le taux de mortalité de
cette forme de tularémie peut atteindre les 60% avec la sous-espece tularensis (Sjostedt,

2007).

v) Forme pulmonaire: les formes pulmonaires, rares en France, surviennent apres
inhalation d’aérosols contaminés par des déjections de tiques (Raoult D), ou des rongeurs
déchiquetés par des machines agricoles (10% des cas de tularémie en France de 2002 a 2012).
Ces formes sont observées principalement chez les agriculteurs. Dans les années 1966-67, une
épidémie impliquant plus de 600 patients a été observée chez des agriculteurs suédois.
L’atteinte respiratoire fait partie des signes de gravité de la maladie avec une possibilité de
détresse respiratoire et peut mettre en jeu le pronostic vital. Dans cette forme, la fievre est
élevée, accompagnée de manicre inconstante des signes suivants: toux seéche, douleurs
thoraciques, dyspnée ou crachats hémoptoiques. Des signes radiologiques sont présents dans
50 a 100% des cas (voir figure 10). On retrouve des infiltrats unis ou bilatéraux et des
épanchements pleuraux. Cette forme complique la forme ulcéro-ganglionnaire dans 1 a 15%

des cas.

33



Figure 10 : Illustration de la tularémie pulmonaire

vi) Il existe également des formes cliniques particuliéres : asymptomatiques (pouvant
atteindre 20% des cas) (Dr Cavallini); cutanées (Estavoyer et al., 1993); pseudo-
typhoidiques ou hépato-digestives ; pédiatriques (ganglionnaires et pharyngées) ; ou encore

des formes cliniques graves (avec atteintes neuroméningées ou septicémiques).

La durée d’évolution de la maladie est de quelques semaines et la convalescence peut
prendre des semaines ou des mois, avec des acces de fievre intermittents (Office international
des épizooties, 2005). Le taux de mortalité est de ’ordre de 0,1% en Europe (F. tularensis
subsp. holarctica), mais celui-ci peut atteindre 6% en Amérique du Nord avec la sous-espece
tularensis. Sans traitement, le taux de mortalité avec la sous-espece tularensis avoisine les
10% (pour les formes simples) et peut atteindre les 60% pour les formes graves. La mort due
a la tularémie est le plus souvent observée dans le cas de formes typhoidiques, lors de

pneumonies ou de complications pulmonaires.

2.2.3 Diagnostics de la tularémie

Le polymorphisme des manifestations cliniques de la tularémie entraine des difficultés lors
du diagnostic de présomption clinique, ainsi que lors du diagnostic différentiel. Le diagnostic
de référence de la tularémie reste donc biologique. Cependant, la manipulation de
prélevements infectés ou de cultures représente un risque important pour le personnel de

laboratoire et ne peut se réaliser que dans des laboratoires spécialement équipés. F. tularensis
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subsp. tularensis nécessite un laboratoire de classe 3, F. tularensis subsp. holarctica un
laboratoire de classe 2 (mais manipulés le plus souvent en laboratoire de classe 3).

Le diagnostic clinique est le plus souvent un tableau fébrile, d’allure grippale, avec une
notion de contact avec les animaux dans une zone endémique de tularémie. Lors de la phase
d’invasion, un syndrome grippal, une fievre typhoide ou une brucellose peuvent étre évoqués
(Dr Cavallini).

Lors d’une infection a F. tularensis, I’hémogramme est normal a I’exception des formes
graves dans lesquelles il existe une polynucléose neutrophile (Estavoyer et al., 1993). Les
enzymes hépatiques et la créatine phosphokinase sont Iégerement augmentés (Dr Cavallini).
La formule sanguine et la vitesse de sédimentation demeurent le plus souvent normales

(Benlyazid et al., 1997).

La mise en évidence d’une tularémie repose sur trois bases: i) le diagnostic

bactériologique ; ii) le diagnostic sérologique et iii) le diagnostic moléculaire.

1) L’analyse bactériologique peut étre réalisée a partir de différents prélévements
pathologiques selon la forme clinique de la tularémie.

Les prélévements doivent étre rapidement analysés ou étre stockés a 4°C (Vaissaire J et al.,
2007). L analyse microscopique des prélévements peut se réaliser par coloration de Gram, de
May-Griinwald-Giemsa ou par immunofluorescence directe (Vaissaire J et al., 2007).
L’isolement de la souche se fait sur des géloses chocolat enrichies avec de I’IsoVitaleX ™
(BD) ou du PolyViteX™ (Biomériex, AES). Les cultures sont incubées et contrdlées durant
un minimum de 10 jours a 37°C en aérobie. L’apparition de colonies peut se faire dés 48H
d’incubation. Les cultures en milieu liquide sont réalisées en bouillon thioglycolate, cceur-
cervelle, trypticase soja complémenté avec 2% d’IsoVitaleX ™ ou en bouillon Schaedler. Les
caracteres d’identification sont une catalase positive, une oxydase négative ou tres faiblement
positive, une nitrate réductase positive et une uréase négative. Certaines galeries
d’identification commerciales (API*bioMérieux) conduisent a de fausses identifications, de
type Haemophilus influenzae ou Actinobacillus spp. L’utilisation de la galeric API®NH
(bioMérieux), permettant la mise en évidence de la fermentation de quelques sucres, de la
présence de I'uréase et de la B-galactosidase, est préférable. L’étude de la fermentation du
glycérol, de la présence de citrulineuréidase et surtout 1’exigence en cystine ou cystéine

permet de différencier les souches. La confirmation du diagnostic peut, depuis peu, étre
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effectuée par agglutination sur lame ou en tube au moyen d’un immun-sérum dirigé contre

Francisella tularensis (Difco — BD) (Vaissaire J et al., 2007).

i1) Le diagnostic sérologique, est basé sur la recherche d’anticorps spécifiques dirigés
contre la bactérie. Il est actuellement réalisé en premicre intention et permet le diagnostic de
70 a 90% des cas en France. Chez ’'Homme, les anticorps des 3 classes M, A et G
apparaissent simultanément entre le 8¢me et le 10éme jour d’infection (Bryant KA, 2002). Les
anticorps atteignent un titre maximal en 1 a 2 mois et peuvent persister plus de 10 ans.
L’antigéne utilisé est une suspension de F. tularensis stabilisée avec du phénol ou du formol
(BD, Bioveta). Des réactions sérologiques croisées sont observées entre F. fularensis et F.
philomiragia ou F. novicida. Cependant, ces espéces ¢tant susceptibles de causer des
pathologies comparables, ces réactions ne sont pas génantes. Des techniques de micro-
agglutination, d’hémagglutination, d’Elisa ou de Western Blot sont couramment utilisées et
ont ét¢ développées a partir de plusieurs antigénes (Waag et al., 1995, 1996), dont le LPS
d’une souche atténuée de F. tularensis subsp. holarctica.
Une autre méthode de diagnostic utilise 1’intradermo-réaction du patient face a la tularine, un
lysat bactérien chauffé une heure a 75°C. L’injection intradermique de 0,1 mL de tularine
conduit, chez les individus malades, a une réaction érythémateuse et cedémateuse qui apparait

en 12 a 20 heures et qui atteint un maximum en 48h.

iii) Les techniques de biologie moléculaire permettent 1’obtention rapide d’une
identification présomptive de la bactérie a partir de séquences spécifiques de son ADN
génomique, et ce sans isolement préalable. La PCR (Polymerase Chain Reaction) est la
méthode la plus utilisée. Son grand avantage est de permettre de cibler de fagon spécifique un
agent infectieux méme présent en petite quantitée dans un milieu qui peut étre poly-
contaminé. Du point de vue de la dangerosité des souches, ainsi que de la culture fastidieuse
de F. tularensis, cette méthode est particuliérement avantageuse.

Plusieurs marqueurs génétiques ont été caractérisés et sont utilisés pour identifier et
discriminer les espéces du genre Francisella. L’identification du genre se fait par la mise en
¢vidence des genes fopA ou tul4, codants pour des protéines membranaires (Fulop et al., 1996;
Higgins et al., 2000), du géne codant la protéine 23 kDa (Golovliov et al., 1997) et de la
séquence d’insertion ISFtu? (Thomas et al., 2003). Les cibles pour la discrimination des
especes sont la séquence Ft-M19 (Bystrom et al., 2005; Johansson et al., 2004), la séquence
d’insertion ISFtu2 (Petersen et al., 2004), le géne pdpD (Nano et al., 2004) et la région RDI
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(Broekhuijsen et al., 2003). Des études cliniques ont permis de mettre en évidence ’intérét de
la PCR pour le diagnostic des formes ulcéro-ganglionnaires, oro-pharyngées et oculo-
ganglionnaires de la maladie (Eliasson et al., 2005; Johansson et al., 2004; Kantardjiev et al.,
2007). L’utilisation de PCR multiplexes pour la détection simultanée d’agents de risque
biologique présents dans un méme échantillon, a également été décrite (Skottman et al., 2007,

Tomioka et al., 2005).

De nouvelles approches, utilisant la spectrométrie de masse, via des approches de SELDI-
TOF-MS (Surface enhanced laser desorption ionization time-of flight mass spectrometry)
(Lundquist et al., 2005; Seibold et al., 2007) ou de MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted laser
desorption ionization time-of flight mass spectrometry) (Seibold et al., 2010) sont
actuellement développées. Ces méthodes, performantes et rapides, permettent actuellement
I’identification et la discrimination des différentes Francisellaceae jusqu’au niveau de la
sous-espéce. Cependant, les méthodes actuelles ne pouvant étre utilisées que sur des bactéries
en culture, des avancées technologiques sont possibles. Ces approches de spectrométrie de
masse, performantes et rapides, font aussi 1’objet de recherches pour la détection simultanée

des différents agents de bioterrorisme (virus, bactéries, toxines).

2.2.4 Traitement et prophylaxie

Malgré les efforts mis en place pour améliorer le diagnostic et la prise en charge des
malades, I’issue de la tularémie peut étre fatale ou conduire a des complications et a de
longues semaines de convalescence. Afin d’obtenir une prise en charge rapide de la maladie,
deux approches sont possibles : 1’antibiothérapie ou la vaccination.

En France, la prophylaxie n’est pas réglementée. Celle-ci est avant tout d’ordre sanitaire.
Elle passe par une information des gardes-chasse, des forestiers et des personnes pratiquant
des sports de plein air, quant a la manipulation d’animaux morts ou au risque de piqiire par
des arthropodes. Une enquéte, effectuée dans une zone endémique, a permis de mettre en
évidence que 14% des vétérinaires sont séropositifs a la tularémie contre 1% dans le reste de

la population.
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Traitement curatif : Dantibiothérapie. On distingue le traitement antibiotique
prophylactique post-exposition, destiné aux sujets ayant pu étre exposés a F. tularensis et le
traitement curatif destiné aux patients atteints de la tularémie. La streptomycine a été¢ pendant
longtemps considérée comme [’antibiotique de choix pour traiter la tularémie (97% de
guérison). Plus récemment, d’autres aminosides I’ont supplanté en raison de leur moindre
toxicité cochléo-vestibulaire (Johansson et al., 2002). Aprés de nombreuses recherches
cliniques, la gentamicine, particuliérement efficace sur les formes séveres de la maladie, a
remplacé la streptomycine. Celle-ci est toujours utilisée lors des formes pulmonaires, en
association avec la ciprofloxacine. Les tétracyclines et le chloramphénicol ont aussi été
utilisés mais, étant des antibiotiques bactériostatiques, ils exposaient les malades a un risque
de rechute (respectivement de 12 et 21%) (Johansson et al., 2002). Le traitement actuel, qui
parait le plus efficace et le plus pratique, est effectué au moyen de fluoroquinolones
(cipofloxacine, 1évofloxacine, ofloxacine, péfloxacine) (Bryant KA, 2002). Leur efficacité a
¢t¢ démontrée aussi bien in vitro qu’in vivo (Johansson et al., 2002). Ainsi, 1’Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des produits de santé préconise la ciprofloxacine (ou
éventuellement I’ofloxacine ou la 1évofloxacine) comme traitement de premicre intention. Les
céphalostoprines de troisiéme génération, actives in vitro, ne sont pas toujours actives in vivo.
La durée d’administration est de 21 jours avec une tétracycline ou de 14 jours avec une

fluoroquinolone.

Traitement préventif : la vaccination. Au début du XXeéme siécle, I’incidence de la
maladie, en particulier aux Etats-Unis et en Russie, a conduit a des études pour le
développement d’un vaccin contre la tularémie. Les recherches russes entre les années 1930 et
1940, ont permis le développement de vaccins utilisant des souches vivantes atténuées qui
semblaient fournir une protection efficace contre la maladie en stimulant a la fois la réponse
immunitaire a médiation humorale et cellulaire (Tigertt, 1962). Les premiéres vaccinations
humaines ont débuté en 1942, fournissant une protection durant une période de six mois post-
vaccination. La souche vivante atténuée, aprés son emploi sur plusieurs milliers d’individus, a
¢été perdue. Par la suite, 1’efficacité de plusieurs autres souches atténuées ont été évaluées. La
« souche 15 », par exemple, a été utilisée pour la vaccination de 950 personnes dans une zone
endémique de tularémie. Cette vaccination a permis de faire passer le taux d’infection de
4,3% a 0,36% (El’bert B.I et al., 1947). Entre les années 1946 et 1960, 60 millions d’habitants
de ’URSS ont été vaccinés par scarification ou inhalation de souches vaccinales. D’un point

de vue expérimental, 1’administration d’un aérosol de ce vaccin a des singes et a des cochons
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d’Inde a été jugée d’une efficacité au moins identique a celle de son administration par voie
cutanée (scarification) (Dr Cavallini). Cette vaccination, pour laquelle les scientifiques
soviétiques recommandaient un rappel annuel suivi d’un rappel tous les 5 ans (Sjostedt,
2007), a permis une réduction considérable du nombre de cas humains (Ellis et al., 2002).
Cependant, la vaccination par cette souche diminuerait la fréquence et la sévérité de la
maladie, mais ne la préviendrait pas totalement (Benlyazid et al., 1997). En 1956, un des
vaccins vivants atténués a été exporté aux Etats-Unis ou la bactérie a été isolée. Cette bactérie
a été nommeée F. tularensis subsp. holarctica LVS pour « Live Vaccine Strain » (Eiglesbach
and Downs, 1961). L’évaluation de I’efficacité¢ de cette souche a mis en évidence que la
vaccination par la souche LVS diminuait I’incidence de la tularémie pulmonaire mais n’avait
pas d’effet sur la tularémie ulcéro-ganglionnaire (Burke, 1977). De plus, cette souche ne
protége pas tous les individus vaccinés et les mutations ayant conduit a son atténuation sont
inconnues (Sjostedt, 2007). Plus grave, il semble que dans certaines conditions, la culture de
la souche LVS puisse conduire a I’obtention d’un variant faiblement immunogeéne (Eigelsbach
and Downs, 1961).

Aux Etats-Unis, la vaccination est uniquement recommandée pour les personnels de
laboratoire manipulant ce germe de maniére habituelle et pour les forestiers en zone
endémique. En France, la fréquence de la maladie ne justifie pas la mise en place d’un
programme de vaccination.

Actuellement, un vaccin vivant atténué, utilisant le biovar paleartica de F. tularensis est
utilisé dans des cas de vaccinations restreintes, notamment aux Etats-Unis, sur des
populations a haut risque (Sandstrom, 1994). Ce vaccin semble permettre une immunité sur
une durée variant entre 5 et 9 ans. D’autres vaccins, utilisant des souches atténués, tuées par la
chaleur ou des sous-unités de la souche LVS de F. tularensis subsp holarctica sont en cours

d’évaluation par la Food and Drug Administration américaine (De Pascalis et al., 2012).
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3. Francisella et 1a guerre biologique

L’idée d’utiliser la maladie, pour affaiblir ou éliminer un ennemi, est apparue trés tot dans
I’Histoire des civilisations. Bien avant la découverte des bactéries et virus, les armées
d’invasion ou de défense ont utilisé ces procédés pour obtenir la victoire a moindre cotit. De
I’atteinte a la vie ou a la santé de la personne, en passant par la destruction des récoltes ou du
bétail, les approches de guerre biologique sont multiples.

Dans ce chapitre, j’aborderai dans une premicre partie la classification des armes

biologiques et dans une seconde partie I’implication de Francisella dans la guerre biologique

3.1 Classification des armes biologiques

Depuis le début du XXeéme siecle, de nombreux spécialistes ont tenté de construire une
classification des armes biologiques. En 1947, le microbiologiste américain Théodor
Rosenbury énongait les dix criteéres qui, selon lui, devaient rendre compte de 1’efficacité d’un
agent en tant qu’arme biologique (Les armes chimiques et biologiques, Daniel Riche, Patrice
Binder) :

- Son pouvoir infectant doit étre €levé pour la plupart des sujets humains ;

- L’incubation de la maladie doit étre courte et la morbidité élevée ;

- Il doit pénétrer rapidement dans 1’organisme par le maximum de voies (respiratoires,
digestives, cutanées) ;

- Il doit posséder un potentiel de contagiosité €levée ;

- Il doit se préter a une production massive et ne pas présenter d’atténuation de

virulence pendant la fabrication, le stockage ou la dissémination ;

- Il doit pouvoir résister a la décontamination spontanée ou artificielle ;

- Sa détection et son identification doivent étre aussi difficiles que possible ;

- Il doit laisser les populations visées dépourvues de moyen d’immunisation ;

- Le traitement de la maladie provoquée doit étre sinon impossible, du moins trés

difficile ;

- L’agent doit présenter un danger treés réduit d’action en retour pour I’utilisateur qui

doit pouvoir se protéger contre lui.
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Depuis 1999, les agents biologiques critiques pour la santé publique ont été classés, par un
comité d’experts du « Center for Diseases Control and Prevention» (CDC), en trois
catégories : A, B et C (Rotz et al., 2002). Cette agence gouvernementale américaine, dont le
centre principal se trouve a Atlanta, a comme prérogatives la protection de la santé et de la
sécurité publique. L’un de ces rdles est la surveillance internationale de 1’émergence des
maladies infectieuses, dont celles associées au bioterrorisme. Cette classification hiérarchisée
prend en compte la facilité¢ de dissémination, la transmission inter-humaine, la mortalité, les
conséquences en terme de santé publique et de perturbation sociale, les exigences en terme de
diagnostic et de surveillance (voir tableau 6).

La catégorie A comprend les pathogénes de haute priorité, dont 1’utilisation aurait un
impact majeur sur la santé publique et pourrait provoquer une désorganisation des structures
¢conomiques et sociales. Ils peuvent étre produits et disséminés de fagon aisée. Ces agents
présentent une létalité importante et sont transmissibles par voie respiratoire. Les agents de la
catégorie B sont faciles a disséminer mais présentent une morbidité modérée ainsi qu’une
faible 1étalité. Ils posseédent donc un impact moins ¢élevé sur la santé publique. Ils nécessitent
cependant la mise en ceuvre de procédures de diagnostic et d’un systéme de surveillance
approprié. La catégorie C regroupe les agents ne représentant pas un haut risque, mais dont la
modification, pour favoriser une dissémination de masse, est envisageable. Ils sont plus
disponibles, plus faciles a produire et leur utilisation pourrait engendrer une mortalité élevée.

Cette classification est souvent utilisée comme référence et mise a jour par d’autres

organismes nationaux, européens ou internationaux.
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Tableau 6 : Classification des agents de bioterrorisme potentiels (Rotz et al., 2002)

Agents Biologiques Maladies provoquées
Catégorie A
Variola Variole
Bacillus anthracis Charbon
Yersinia pestis Peste
Clostridium botulinium Botulisme
Francisella tularensis Tularémie
Filovirus et Adenovirus (ex : Ebola, Laasa) Fievres
hémorragiques
Catégorie B
Coxiella burnetii Fievre Q
Brucella spp. Brucellose
Burkholderia mallei Morve
Burkholderia pseudomallei Me¢élioidose
Alphavirus Encéphalite
Rickettsia prowazekii Typhus
Toxines (ex : Enterotoxine B de S. aureus, Ricine) Syndromes toxiques
Chlamydia psittaci Psittacose
Agents menagants pour la sécurité alimentaire (Sa/monella spp. E. coli | Syndromes digestifs
0157 :H7)
Agents transmissibles par I’eau (Vibrio cholerae, Cryptosporidium Syndromes digestifs
parvum)
Catégorie C
Agents émergents (ex : virus Nipah, hantavirus) Fiévres
hémorragiques

En France, la classification réalisée par ’ANSM (Agence Nationale de Sécurit¢ du
Médicament et des produits de santé) est basée sur celle du CDC mais est complétée par des
agents biologiques ayant des spécificités épidémiologiques nationales. La « Health Protection

Agency » en Angleterre, ainsi que 1’Agence Européenne du médicament, répertorient les
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agents du risque biologique sur une base commune au CDC et établissent des

recommandations concernant les agents des différentes catégories.

3.2 F. tularensis, un agent de bioterrorisme de premiére catégorie

La primauté des cas de guerre biologique documentés semble revenir a F. tularensis au
14°™ gigcle avant Jésus Christ dans la région de Zemar, en actuelle Syrie. En effet, vers -
1.350, la région connait de nombreux envahissements. De 1’appartenance a I’Egypte, elle
devient tour a tour Hittite puis sous contréle du peuple Arzawas (Trevisanato, 2007). Lors de
leur fuite face aux armées d’Arzawas, les Hittites auraient laissé volontairement derriére eux
des béliers contaminés par la tularémie, qui auraient décimé les troupeaux des envahisseurs.
Ces cas d’attaques microbiologiques ont ét¢é mis récemment en lumiére par 1’étude des
courriers diplomatiques du pharaon Akhenaton.

Beaucoup plus tard, la découverte en 1911 d’une bactérie responsable de la mortalité de
I’écureuil et du lapin en Californie entraine le début des études sur F. tularensis. Le potentiel
infectieux humain de cette bactérie ne sera mis en évidence que dans les années 1930 avec des
cas d’infections humaines et d’épizootie en Europe, en Union Soviétique et aux Etats Unis.
Rapidement, ce potentiel infectieux est exploité dans le but de réaliser des armes
bactériologiques. En témoignent les études japonaises de 1’unité 731 du docteur Shiro Ishii
dés 1932 (Harris, 1992). Cette bactérie semble également avoir été rapidement militarisée par
I’Union Soviétique. En effet, un ouvrage d’Alibek (Frischknecht, 2003), directeur adjoint du
programme d’armement russe « Biopreparat» durant de nombreuses années, suggere que
I’épidémie ayant touché plusieurs milliers de soldats russes et allemands sur le front de I’Est
lors de la seconde guerre mondiale serait due a une dissémination intentionnelle de la bactérie.

Entre 1952 et 1973, les américains, dans le cadre de leurs recherches sur I’armement
biologique a Fort Detrick, testent de nombreux agents infectieux sur des volontaires (jeunes
recrues de I’armée, prisonniers des pénitenciers, objecteurs de conscience, adventistes du
septiéme jour,...) dans le cadre du projet Whitecoat. Des essais sont plus particuliérement
réalisés entre 1955 et 1957 avec différentes souches de F. tularensis (Christopher et al.,
1997). Ces essais, avec des doses variables d’aérosols et des gouttelettes de taille croissante,
ont permis de prouver ’efficacité et le potentiel de dissémination de Francisella. A la fin des
années 1960, F. tularensis faisait partie des agents biologiques militaires stockés par 1’armée

américaine. D’aprés Alibek (Christopher et al., 1997), I’Union Soviétique continua les
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recherches sur Francisella jusque dans les années 1990 et développa des souches résistantes
aux antibiotiques et aux vaccins.

Pour mesurer la dangerosit¢ de F. tularensis, un comité d’experts de 1’Organisation
Mondiale de la Santé estima en 1969 que la dispersion par aérosols de 50 kg d’une souche
virulente de F. tularensis au-dessus d’une ville peuplée de 5 millions d’habitants ferait 250
000 victimes dont 19 000 morts. De plus, la persistance de la maladie serait de plusieurs
semaines et les individus vaccinés ne seraient pas totalement protégés. L’estimation du coft
de la prise en charge d’un tel attentat pour une nation serait de I’ordre de 5,4 milliards de

dollars (Kaufmann et al., 1997).
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Chapitre II : Relations hotes pathogénes lors de

Pinfection par Francisella tularensis
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F. tularensis est une bactérie a multiplication intracellulaire facultative, capable d’infecter
une large variété de cellules eucaryotes, des phagocytes professionnels comme les
macrophages aux cellules non phagocytaires comme les hépatocytes, les cellules alvéolaires
et les érythrocytes (Horzempa et al., 2011). Francisella est aussi en mesure d’échapper a la
destruction par les polynucléaires neutrophiles (McCaffrey and Allen, 2006). Des études par
criblage de banques de mutants ont permis de mettre en évidence les principaux genes
impliqués dans la virulence de F. tularensis (Meibom and Charbit, 2010; Pechous et al.,
2009). Cependant, la fonction de bon nombre de ces geénes est toujours inconnue a ce jour. De
plus, les mécanismes moléculaires, ainsi que la nutrition de la bactérie lors de sa phase
intracellulaire demeurent mal compris. Récemment, certains aspects du trafic cellulaire de
Francisella ont été ¢€lucidés. Un ensemble de récepteurs, impliqués dans le processus
d’internalisation, ainsi que des ¢éléments essentiels impliqués dans 1’échappement du
phagosome et dans la prolifération cytosolique, ont été¢ découverts (Asare and Kwaik, 2010;
Balagopal et al., 2006; Checroun et al., 2006; Chong and Celli, 2010; Nano et al., 2004;
Sjostedt, 2006). En 2009, une étude du profil transcriptionnel durant 1’infection de
macrophages murins de moelle osseuse par la souche SCHU S4 de F. tularensis subsp
tularensis, a permis de mettre en évidence des changements transcriptionnels majeurs,
illustrant bien ’adaptation de la bactérie a son hote (Wehrly et al., 2009).

A T’instar de nombreux pathogénes intracellulaires, tels que Coxiella burnetii (Paretsky,
1990), Legionella pneumophila (Dowling et al., 1992) ou Listeria monocytogenes (Drevets
and Bronze, 2008), la virulence de F. tularensis repose sur sa capacité a survivre et se
multiplier dans les cellules phagocytaires. Pour cela, F. tularensis a élaboré de remarquables
stratégies pour envahir le macrophage et faire face a I’environnement hostile du phagosome.
Afin de résister au processus de phagocytose, F. tularensis empéche la formation du
phagolysosome, s’échappe de la vésicule de phagocytose et atteint le cytoplasme dans lequel
elle est apte a se multiplier. Cette étape de sortie du phagosome est déterminante pour la

virulence de F. tularensis car les souches incapables de la réaliser sont totalement atténuées.

Dans une premicére partie, je rappellerai brievement les mécanismes mis en place par 1’hote
afin de lutter contre les infections par des bactéries intracellulaires, en m’attardant notamment
sur le cas du macrophage, principale cellule infectée par Francisella. Dans un second temps,
je traiterai du cycle de vie intra-macrophagique de F. tularensis. Dans une dernicre partie, je

m’intéresserai aux bases moléculaires de la virulence de cette bactérie.
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1. Réaction de I’hote face a Pinfection intracellulaire : immunité innée et
cas du macrophage

L’efficacité de I’'immunité anti-infectieuse repose sur 1’activation rapide et puissante d’une
grande variété de réponses adaptées aux pathogeénes. Pour cela, au cours de 1’évolution, la
pression exercée par la multitude des pathogénes, a conduit a une diversité et une
complémentarité des réponses immunitaires.

Dans cette partie, je traiterai succinctement du role de I’immunité innée, particuliérement
impliquée dans la défense contre les pathogenes intracellulaires, avant de m’intéresser plus
spécifiquement a D’action du macrophage, principale barriére face a I’infection par

Francisella.

1.1. L’immunité innée

L’immunité innée représente la premiére ligne de protection contre les agents pathogeénes.
Ce mécanisme de défense non spécifique est déployé par I’hdte immédiatement ou quelques
heures apres exposition a un antigéne. Les mécanismes de défense de I’immunité innée sont
principalement les cellules phagocytaires, tels les macrophages et les polynucléaires

neutrophiles.

Il existe 4 composants majeurs de cette immunité :

Les barriéres anatomiques : Elles sont le premier obstacle a I’entrée d’un pathogene.
Ainsi, la peau et les muqueuses constituent une barricre efficace contre ’entrée de la plupart
des micro-organismes. Les différents mécanismes permettant a ces barrieres d’intervenir sont
I’action mécanique (desquamation de la peau, faible hygrométrie, jonctions étroites entre les
cellules, sécrétion de mucus,...), ’action chimique (pH acide de I’estomac et de certaines
muqueuses, lysosyme, défensines, autres peptides antimicrobiens), 1’action microbiologique
(effet barriere de la flore commensale, production de peptides antimicrobiens) et 1’action des
IgA sécrétoires (neutralisation de I’adhérence des bactéries au niveau de 1’épithélium,

opsonisation, activation du complément).
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Le complément: C’est un groupe de 35 protéines retrouvées dans le sérum dont
I’activation en cascade conduit a la lyse de la bactérie par un complexe lytique (protéines C5 a
C9) et a I’amplification de la réponse inflammatoire (augmentation de la perméabilité
vasculaire, opsonisation, chimiotactisme et activation des cellules phagocytaires). Il existe 3
voies d’activation de processus de défense innée : la voie classique, activée par les complexes
antigeénes-anticorps ; la voie des lectines, activée par la fixation de certains carbohydrates
bactériens sur la lectine MBL et la voie dite alterne, mise en route par la fixation de la

protéine C3 a la surface de la membrane bactérienne.

Les cytokines : Particulicrement les interférons et les interleukines sont des protéines de
I’immunité innée qui permettent, entre autres, 1’activation des macrophages, des lymphocytes

natural killer et des lymphocytes T.

Les cellules phagocytaires : Plus spécifiquement les polynucléaires neutrophiles, qui sont
les plus retrouvés, et les macrophages. L’action bactéricide des polynucléaires neutrophiles
est plus efficace que celle des macrophages du fait de leur dégranulation plus rapide et de la
présence d’enzymes lysosomales spécifiques (Lee et al., 2003). En conditions physiologiques,
ils sont présents en grand nombre dans le sang mais sont absents des tissus. En cas
d’infection, ils migrent trés rapidement vers le site inflammatoire. Cette migration fait suite a
la présence au lieu de I’inflammation de facteurs chimioattractants tels les peptides signaux de

protéines bactériennes, la protéine C5 activée du complément ou les chimiokines.

1.2. Le cas du macrophage

La phagocytose des bactéries par les cellules phagocytaires et particuliérement par le
macrophage, entraine leur destruction. Deux phénomeénes principaux sont a I’origine de cette
destruction :

- Le « Burst respiratoire », provoqué par la production de dérivés oxygénés appelés ROS
(Reactive oxygen Species). Il est induit par un déclenchement du stress oxydant de la
cellule phagocytaire.

- La libération d’enzymes bactéricides ou de peptides cytotoxiques contenus dans les

lysosomes (Sies, 1991).
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D’autre part I’apoptose, I’autophagie, I’intoxication métallique, les peptides antimicrobiens

ainsi que la restriction en nutriment interviennent dans la destruction de la bactérie.

La maturation du phagosome débute par I’acidification de la vésicule due a I’incorporation
dans sa membrane de pompes a protons. La composition du milieu interne est ensuite
modifiée par des interactions entre le phagosome et des endosomes précoces, puis des
endosomes tardifs et des lysosomes, pour former le phagolysosome. Le milieu interne de cette
vésicule contient des molécules oxydantes, des peptides antibactériens et des hydrolases
acides lysosomales, qui vont permettre la destruction de la bactérie (Aderem and Underhill,
1999; Desjardins et al., 1994; Haas, 1998). Ces ¢étapes de maturation du phagosome sont
observables par la mise en évidence du recrutement de marqueurs spécifiques a la surface des
endosomes (Anthony et al., 1991; Clemens et al., 2004).

Dans cette partie, nous traiterons de 1’effet de ces différents mécanismes de destruction sur

les bactéries phagocytées.

1.2.1 Les intermédiaires réactifs de I’oxygéne (ROS)

La phagocytose par les macrophages est couplée a I’hyperactivité oxydative, c'est-a-dire a
la production d’especes réactives de 1’oxygene toxiques pour les microorganismes. En effet,
ces dérivés de I’oxygene entrainent une peroxydation lipidique, une oxydation des acides
nucléiques, une carbonylation des protéines ainsi qu’un détachement du fer du site actif de
certaines protéines (Imlay, 2003). Les especes réactives de I’oxygene (ROS) sont produites au
niveau de la membrane phagosomale par un complexe enzymatique appelé NADPH oxydase.
C’est un complexe, inactif dans les macrophages non activés, constitué des protéines gp91™™
et p22°"* et de 4 protéines cytoplasmiques : p40P™™, p477"*, p67°" et Rac qui s assemblent
a la membrane du phagosome lors de sa formation (Nunes et al., 2013). Ce complexe utilise
I’oxygeéne moléculaire pour produire une grande quantité d’anion superoxyde (O, 7). De facon
spontanée, 1’0, est transformé en peroxyde d’hydrogene qui a son tour, est transformé en un

autre radical toxique, I’hydroxyle. Cette production de radicaux oxydants est désignée sous le

nom de « burst oxydatif ».
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1.2.2 Les intermédiaires réactifs de I’azote (RNI)

Le monoxyde d’azote, une autre espéce radicalaire, est un précurseur d’especes tres
réactives de I’azote comme les peroxynitrites, connus pour leur fort pouvoir antibactérien. Le
monoxyde d’azote est produit par les NO synthases, induites soit de maniére constitutive, soit
par des mécanismes dépendants du calcium ou de signaux cytokiniques (iNOS) (Flannagan et
al., 2009). Le mécanisme de destruction bactérienne par les RNI est similaire a celui exercé
par les ROS. Une étude de 2005 (Zaki et al., 2005) a permis de mettre en évidence une

fixation des iNOS a la membrane des particules phagocytées.

1.2.3 Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAM) sont des peptides multifonctionnels jouant notamment
un role dans I’élimination des micro-organismes. Les deux principales familles de PAM
intervenant au niveau de I’immunité macrophagique sont les défensines et les cathélicidines.
Ces deux familles, qui font partie des PAM cationiques a large spectre d’action, conduisent a
la lyse de la bactérie par la formation de pores dans la membrane et I’endommagement de
I’ADN (Hancock and Diamond, 2000; Lehrer et al., 1993). Chez les vertébrés, plus de 100
défensines différentes ont été mises en évidence. Chez ’Homme, seules les défensines a et B
sont présentes (Izadpanah and Gallo, 2005). Elles sont composées de trois feuillets 3 incluant
une boucle en épingle a cheveu. Chez I’Homme, un seul PAM appartenant a la famille des
cathélicidines, appelé LL-37 existe. L’expression de LL-37, tout comme celle de certaines
défensines est dépendante de la fixation de la vitamine D a son récepteur VDR, présent a la
surface des macrophages (Liu, 2006; Liu et al., 2007; Nickel et al., 2012). Cette induction des
peptides antimicrobiens explique en partie ’activité antimicrobienne de la vitamine D et son
role protecteur contre différentes infections (Martineau et al., 2007). L’action antimicrobienne
des cathélicidines est particulierement puissante sur Shigella spp, Staphylococcus aureus et
les Streptocoques (Guani-Guerra et al., 2010).

Pour terminer, les PAM jouent un rdle pro-inflammatoire et chimioattractant permettant
ainsi la mise en place d’une réponse immunitaire innée et adaptative (van der Does et al.,

2010; Méndez-Samperio, 2008; Yang et al., 2001).
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1.2.4 L’autophagie

L’autophagie est un mécanisme qui participe a 1’homéostasie cellulaire. Il permet par
exemple, de lutter contre la sénescence métabolique en éliminant les mitochondries
détériorées, grandes productrices de dérivés nocifs de I’oxygene, ou en détruisant des amas
protéiques trop gros pour étre dégradés par le protéasome (Mizushima and Komatsu, 2011).
L’autophagie permet aussi une protection vis-a-vis des micro-organismes et notamment des
bactéries. Elle se manifeste par 1’apparition dans le cytoplasme, de vésicules délimitées par
une double membrane, appelées autophagosomes. L’origine de ces membranes, issues du
réticulum endoplasmique, de la membrane plasmique, de l’appareil de Golgi ou des
mitochondries, n’est pas encore déterminée totalement a ce jour (Rubinsztein et al., 2012). Le
processus d’autophagie débute par I’¢longation d’une portion de membrane, appelée
phagophore qui, en se refermant, forme 1’autophagosome. Cet autophagosome peut, par la
suite, fusionner avec un lysosome et ainsi permettre la dégradation du contenu cytoplasmique
présent dans la vésicule (Randow and Miinz, 2012).

De nombreux genes, appelés atg pour « autophagy-related-genes », modulent 1’autophagie.
Chez ’homme, ils sont au nombre de 35 et possedent des fonctions trés diverses (protéines de
membrane, protéines kinases, protéase, lipase,...). L’initiation de 1’autophagie peut se faire
par plusieurs stimuli : le stress nutritionnel, la carence en facteur de croissance, la déplétion en
énergie, un stress du réticulum, la présence de la protéine p53 au niveau du noyau, des
signaux immunitaires (PAMPs, DAMPs, PRRs, TLR,...), I’activation de récepteur de surface
(Fcy, CD46, CDA40), les infections intracellulaires (virus, parasites, bactéries) et les toxines
bactériennes. Ces stimuli induisent la présence de PI3P a la membrane via le recrutement de
Vps34 sous la forme d’un complexe comprenant les protéines ATG6 et ATGI4L.
L’¢longation est mise en route via la protéine LC3 (ATGS), recrutée via les protéines ATGS,
ATGI12 et ATG16LI1. Cette protéine LC3, présente et détectable a la surface des phagophores
dés leur formation, interagit avec les phosphatidylethanolamines (PE) de la membrane (Singh,
2006). Une fois I’autophagosome formé, celui-ci est alors dirigé vers les lysosomes par un
mécanisme dépendant de Rab-7, afin de permettre la dégradation de son contenu. Ce
mécanisme est particulierement intéressant car il permet de passer outre 1’inhibition de la

maturation des phagosomes mis en place par certains parasites intracellulaires.
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1.2.5 L’apoptose et la pyroptose

L’apoptose est un phénomeéne de mort cellulaire programmée, sans inflammation ni
dissémination du contenu cytosolique dans le milieu extérieur. C’est le mécanisme naturel de
mort de la plupart des cellules humaines. C’est aussi un processus de défense contre les
bactéries a croissance intracellulaire. En effet, ’apoptose est caractérisée par la segmentation
de ’ADN et le maintien de ’intégrit¢ membranaire. Elle permet donc de restreindre la
dissémination des bactéries intracellulaires dans 1’organisme et de faciliter leur dégradation.
Les corps apoptotiques, contenant les pathogénes, sont plus facilement ¢liminés par les autres
macrophages. Ils facilitent donc la présentation antigénique, aprés capture par les cellules
dendritiques, et par conséquent la réponse immunitaire adaptative (Lai and Sjostedt, 2003;
Lai et al., 2004).

L’apoptose, médiée par la cascade protéique des caspases, peut étre activée par différents
mécanismes comme la fixation du TNFa a son récepteur, la production de ROS ou de diverses
toxines bactériennes (Facteur 1étal de B. anthracis, toxine diphtérique, hémolysine A d’E.
coli, listériolysine O, PorB de Neisseria gonorrheae, ...) (Bannerman and Goldblum, 2003;
Carrero et al., 2004; Kirby, 2004; Komatsu et al., 1998; Sansonetti, 2000; Weinrauch and
Zychlinsky, 1999). Plus précisément, deux voies sont en mesure d’activer I’apoptose : la voie
extrinseque et la voie intrinseque (voir figure 11). La voie intrinséque passe par 1’activation
d’un récepteur de mort au niveau de la membrane plasmique (FasL, TNF-R1, Apo2/Apo3,...).
Ce récepteur, transmettant un signal apoptotique externe, active la machinerie de mort
programmée de la cellule et entraine I’activation des caspases-3 et 7 puis I’apoptose (Ashida
et al., 2011). La voie intrinséque est initiée par le relargage de facteurs de signalisation de la
mitochondrie, concomitant a la perte de I'intégrit¢ membranaire de celle-ci. Ces facteurs
mitochondriaux entrainent 1’activation de la protéine BH3 (Bcl-2 homology 3), qui permet
d’inhiber I’effet de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. De plus, la protéine BH3 activée
permet ’oligomérisation de deux protéines pro-apoptotiques, Bax et Bak, au niveau de la
membrane mitochondriale, entrainant la sortie du cytochrome c. Ce cytochrome c entraine la
formation d’un complexe multiprotéique : 1’apoptosome. Celui-ci permet ’activation de la
caspase-9 qui déclenche la cascade d’activation des caspases, puis 1’apoptose (Ashida et al.,
2011).

Les bactéries a multiplication intracellulaire, dans leur processus de parasitisme des

fonctions de 1’hdte, peuvent soit favoriser 1’apoptose, soit 1’inhiber. La favorisation de
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I’apoptose permet une destruction sélective des cellules ou a lieu I’infection et notamment des
macrophages. Cette méthode est particuliecrement utilisée par les bactéries comme B.
anthracis, C. diphteriae et B. pertussis (Sansonetti, 2000). A I’inverse, certaines bactéries
inhibent I’apoptose afin d’assurer leur survie dans la cellule infectée. L’inhibition de
I’apoptose, au niveau des macrophages, semble étre en lien avec la capacit¢ du LPS
(lipopolysaccharide) des bactéries Gram négatif a activer le facteur transcriptionnel NF«xB

(Colotta et al., 1996).

Un autre mécanisme de mort cellulaire, dépendant de 1’inflammation, peut étre mis en place
par le macrophage : la pyroptose (voir figure 11). Celui-ci est particuliérement utilisé dans le
cas des pathogenes intracellulaires comme F. tularensis, S. flexneri et L. pneumophila, qui
sont en mesure de s’échapper du phagosome. Les bactéries peuvent activer ce mécanisme de
mort cellulaire eucaryote lorsque des PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns), sont
reconnus comme étant présents a une localisation cellulaire anormale (Ashida et al., 2011).
Dans le cytosol, les PAMPs sont reconnus par des PRRs (Pattern Recognition Receptors)
cytoplasmiques, et notamment par des NLRs (Nucleotide oligomerization domain Like
Receptor). Les NLRs sont une famille de PRRs cytoplasmiques, composée d’une vingtaine de
protéines, dont le role est de détecter la présence de composants bactériens dans le
cytoplasme. Cette famille de PRRs est composée de trois sous-familles : les NOD, les NALP
et les NAID. A titre d’exemple, le NLRP3, qui est un capteur des dommages de la membrane
cellulaire, est en mesure d’étre activé lors de I’infection par L. monocytogenes, Shigella, S.
typhimurium, S. aureus, Neisseria gonorrhoeae ou Chlamidia. Autre exemple, le NLR AIM2
(Absence In Melanoma 2), qui reconnait la présence d’ADN double brin dans le cytosol, est
capable d’entrainer une lyse spontanée ainsi qu’une pyroptose des macrophages murins lors
de ’infection par F. tularensis ou L. monocytogenes (Fernandes Alnemri et al., 2010; Jones et
al., 2010; Rathinam et al., 2010; Tsuchiya et al., 2010). La détection cytosolique d’'un PAMP
par un NLR induit ’assemblage d’un complexe de protéines appelé inflammasome (Yilmaz et
al., 2010). Ce complexe multiprotéique est composé du NLR activé, de la protéine ASC et de
la caspase-1. Il permet 1’activation de la caspase-1, une cystéine protéase qui entraine a son
tour 1’activation de précurseurs de cytokines pro-IL-1f et prolL-18 (Thornberry et al., 1992).
Ces deux cytokines pro-inflammatoires, libérées en extracellulaire, entrainent notamment
’activation de la réponse inflammatoire Thl et Th17. L’inflammasome active en parallele un
programme de mort cellulaire appelée pyroptose (Ashida et al., 2011; Schroder and Tschopp,

2010). Ce processus permet donc, par la mort de la cellule phagocytaire, de briser la niche de
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multiplication de la bactérie intracellulaire et de ’exposer a nouveau a I’élimination par les

cellules de I’'immunité et notamment les polynucléaires neutrophiles (Miao et al., 2010).

Figure 11: Schéma récapitulatif de 1’activation de la mort cellulaire par apoptose ou

pyroptose lors de I’infection. Librement inspiré de (Ashida et al., 2011)
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1.2.6 L’intoxication métallique

Les métaux font partie intégrante des besoins nutritionnels des bactéries. Ils sont
particulierement retrouvés au niveau du site actif des enzymes. Cependant, les concentrations
intracytoplasmiques de ces métaux doivent étre finement régulées. En effet, une forte
concentration extracellulaire en zinc ou en cuivre est particulierement bactéricide (Lemire et
al., 2013). Par exemple, une concentration importante en zinc affecte la chaine respiratoire des

bactéries. Des études récentes ont mis en évidence 1’utilisation de métaux de transition par les
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macrophages dans le but de limiter la croissance des bactéries phagocytées (Soldati and
Neyrolles, 2012). Deux transporteurs, localisés a la membrane du phagosome, ont été
particulierement mis en lumicre : le transporteur de zinc ZNTI1 et le transporteur de cuivre
ATP7A (Trost et al.,, 2009). Une augmentation de la localisation phagosomale de ces
transporteurs lors de 1’activation des macrophages par I’'INFy a aussi été décrite (Trost et al.,

2009).

1.2.7 La restriction en nutriments

Un autre moyen de lutter contre les pathogénes est de limiter leur croissance en les privant
de nutriments essentiels. Le fer est 1’élément ayant été le plus étudié dans les interactions
hétes-pathogenes (Collins, 2003; Paradkar et al., 2008; Schaible and Kaufmann, 2004). En
effet, le macrophage utilise plusieurs mécanismes afin de restreindre la disponibilité en fer au
niveau du phagosome, privant ainsi la bactérie d’un nutriment essentiel a sa croissance.

Lors d’une infection intracellulaire et particuliérement sous ’action des cytokines pro-
inflammatoires TNFa et INFy, le macrophage restreint son pool de fer libre dans le
cytoplasme en modifiant ses flux intracellulaires (Paradkar et al., 2008). La synthese de TfR
(« Transferrine receptor »), qui assure I’importation du fer dans la cellule, diminue. A
I’inverse, celle de la ferritine qui assure le stockage du fer, et de la ferroportine, qui permet
I’export de fer, augmentent (Byrd and Horwitz, 1989; Nairz et al., 2007; Weiss, 2002; Zhong
et al., 2001).

Au niveau du phagosome, le transporteur NRAMPI1 (« natural resistance associated
macrophage protein 1 ») joue un rdle dans le transport de fer. Les macrophages dont le géne
codant pour NRAMPI a ¢ét¢ muté sont plus sensibles a l’infection par des bactéries
intracellulaires (Skamene et al., 1998). Ce transporteur permettrait I’extrusion du fer présent
dans la lumiére des phagosomes afin d’en limiter I’acces aux bactéries phagocytées (Goswami
et al., 2001). Le role exact de NRAMP1 ne semble pas tout a fait clair actuellement. Il jouerait
aussi un role dans des flux de cations divalents tels que le manganése et le cobalt. Son
expression est de plus augmentée aprés activation des macrophages par I'INFy (Forbes and
Gros, 2001; Jabado, 2000). Des doutes demeurent sur le sens du transport qu’il promeut. En
effet, I’hypothése d’un role non pas dans I’export mais dans ’import du fer dans le

phagosome, dans le but d’intoxiquer les bactéries, a été posée (Zwilling et al., 1999).
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2. Lavie intramacrophagique de Francisella tularensis

La vie intra-macrophagique de F. tularensis constitue un modele unique d’interaction avec
la cellule hote (voir figure 12). En effet, comme tous les parasites intracellulaires, Francisella
a développé de nombreuses stratégies pour survivre et se multiplier dans un grand nombre de
cellules de mammiferes (Clemens and Horwitz, 2007; Horzempa et al., 2011) (Voir figure
12).

Cependant, la majorit¢ des études concernant la compréhension des interactions entre les
bactéries et les cellules phagocytaires a ¢été réalisée a partir de cultures cellulaires de
macrophages, MDM (macrophages dérivés de monocytes) et THP1 (lignée de monocytes
humains issue de leucémie), qui sont les niches principales de la bactérie in vivo (McLendon
et al.,, 2006). Ces études ont permis d’identifier les différentes étapes de I’infection de
Francisella. De plus, un profil transcriptionnel de la souche SCHU S4 de F. tularensis subsp
tularensis durant I’infection de macrophages murins de moelle osseuse a permis de mettre en
¢vidence une régulation positive de 298 geénes et une régulation négative de 360 geénes durant
I’infection (Wehrly et al., 2009). Ces modifications illustrent bien la réponse adaptative de la

bactérie a I’infection intracellulaire.

2.1. Adhésion et internalisation

L’entrée de Francisella dans le macrophage est provoquée par le contact entre les
déterminants bactériens (LPS, composant de capsule...) et les récepteurs du macrophage
présents au niveau de sa membrane plasmique. L’entrée se fait via de larges boucles
asymétriques de pseudopodes (Clemens et al., 2005). Ce processus d’internalisation est
dépendant des microfilaments d’actine et diffeére structurellement de tous les processus
d’internalisation bactérien connus jusqu’a présent (Clemens and Horwitz, 2007; Tamilselvam
and Daefler, 2008). En effet, le processus dit « zipper », utilisé par L. monocytogenes et Y.
pseudotuberculosis se caractérise par une interaction forte entre les adhésines ou les
opsonines présentes a la surface de la bactérie et les récepteurs présents a la membrane
plasmique de la cellule. Cette interaction entraine un réarrangement du cytosquelette
permettant I’apparition de petits pseudopodes enserrant la bactérie (Hilbi, 2006). L’autre

processus de pénétration connu, appelé « Trigger », est décrit chez S. flexneri, S. typhimurium
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et L. pneumophila. C’est un mécanisme actif ou la bactérie envoie un signal a la cellule
entrainant un fort réarrangement du cytosquelette qui se traduit par la formation d’un
« hérissement » de la membrane (Ireton and Cossart, 1997).

Tous les facteurs impliqués dans I’internalisation de Francisella ne sont pas actuellement
complétement définis. On sait cependant qu’elle est facilitée par 1’opsonisation de la bactérie
par le facteur C3 du complément. En effet, ’interaction entre le facteur C3 présent a la
surface des bactéries et les récepteurs CR3 et CR4 de la membrane phagosomale permet la
phagocytose (Clemens and Horwitz, 2007) (Voir figure 12). Ces récepteurs ne sont pas les
seuls. Les récepteurs au fragment constant des immunoglobulines, a la nucléoline, les MR
(Mannose Receptor), les SP-A (récepteur a la protéine A du surfactant des alvéoles
pulmonaires) et les SR-A (Scavenger Receptor de classe A) sont aussi impliqués dans ce
processus d’entrée (Balagopal et al., 2006; Barel et al., 2008; Clemens and Horwitz, 2007;
Schulert and Allen, 2006). Malgré le réle important de 1’opsonisation pour I’entrée de
Francisella dans le macrophage, il n’est actuellement pas exclu que des protéines effectrices,
impliquées dans le réarrangement du cytosquelette et la pénétration de la bactérie, soient
transloquées dans la cellule a 1’aide de systémes de sécrétion de type III ou IV, comme c’est
le cas chez S. typhimurium, S. flexneri ou L. pneumophila (Hilbi, 2006). Au niveau
enzymatique, la tyrosine kinase Syk semble impliquée. En effet, son inhibition entraine une
forte diminution de I’internalisation de Francisella. Une étude de 2008 (Tamilselvam and
Daefler, 2008), semble indiquer un recrutement de domaines lipidiques riches en cholestérol
et contenant de la calveoline-1, appelés « radeaux lipidiques », au niveau de la membrane
plasmique de la cellule lors de I’infection par la souche LVS de F. holarctica.

Les bactéries internalisées dans de larges vacuoles vont se déplacer vers le centre du
macrophage en quelques secondes a quelques minutes. Durant ce laps de temps, la taille du

phagosome va baisser considérablement (Clemens et al., 2005).
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Figure 12 : Détail de I’entrée et du controle du phagosome par F. tularensis. D’apres (Barel

and Charbit, 2013)

Entrée

.
)r/ - - -
“= Q@ N P Libération

| N
Prln S o
o CR3
NADPH vATPase
oxidase pH \ . \
0, pn e ® 9
.&:PTLRS
VirFs
’gpﬁl . .
s g 0, @ ‘ Mort o

o, < @ @ o cellulaire
(@)
R A @ /
Sortie d ® Q
ortie au S—v @ [
phagosome Nucleus
Multiplication
cytosolique

2.2. Controle du phagosome par Francisella tularensis

Francisella interfére avec le processus de phagocytose normal des macrophages et en
particulier lors de trois étapes : la maturation du phagosome, 1’acidification du phagosome et

le burst oxydatif (voir figure 12 et 13).

2.2.1 Maturation du phagosome

Lors de I’infection d’un macrophage par Francisella, la maturation des phagosomes est
incompléte. Celle-ci est interrompue apres la fusion avec les endosomes tardifs (Clemens et
al., 2004; Golovliov et al., 2003) et avant la fusion avec les lysosomes. Comme décrit
précédemment, les vacuoles de phagocytose perdent rapidement leur grande taille et se
transforment en « phagosomes contenant Francisella » (FCP), qui maturent en endosomes

précoces (Clemens et al., 2004) puis en endosomes tardifs. La rupture de la membrane
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phagosomale par un mécanisme inconnu a ce jour, permet la sortie de Francisella dans le
cytoplasme et sa multiplication. Ces étapes peuvent étre suivies par la visualisation de EEA-1
(Early Endosome Antigen 1), un marqueur spécifique de ’endosome précoce, puis par
I’apparition de CD63, LAMP1, LAMP2 et Rab7 GTPase, marqueurs de I’endosome tardif, a
la surface du phagosome. Ces derniers sont perdus rapidement aprés 1’échappement de
Francisella du phagosome (Santic et al., 2008). L’absence de fusion avec les lysosomes est
observable car I’endosome tardif contenant F. tularensis ne présente pas de cathepsine D ni de
marqueurs lysosomaux a sa surface.

Le processus de sortie a lieu entre la premiére et la quatriéme heure d’infection (Checroum
et al 2006, Clemens et Horwitz 2007, Santic et al 2005). L’échappement phagosomal est
régulé par trois voies : la voie SHIP (inositol phosphatase), qui favorise la sortie ; 1’induction
de la voie FAS de I’apoptose (Rajaram et al., 2009); la voie PI3K/akt qui inhibe ce
phénomene. D’apres une étude de 2011 (Su et al., 2011), les génes capBCA favorisent aussi la
sortie du phagosome. A I’inverse, des recherches récentes ont permis de mettre en évidence
que l’opsonisation de Francisella, via les récepteurs CR3 ou FCR, permet de diminuer
I’échappement phagosomal (Knodler and Celli, 2011). Une étude de 2009 (Wehrly et al.,
2009), présentant le profil transcriptionnel de Francisella tularensis durant la phase
phagosomale, montre une forte augmentation de I’expression des genes codants pour des
protéines chaperonnes moléculaires (ClpB, GroEL, Hsp, ...), des geénes associés a la réponse
au stress oxydatif ( Methionine sulfoxyde réductase, peroxydase, ...) et des génes appartenant

a I’ilot de pathogénicité de Francisella (FPI) (pdpA, pdpB, dotU, igll, pdpD et igIABCD).

2.2.2 Acidification phagosomale

L’acidification du phagosome est un ¢lément important de la lyse bactérienne par les
macrophages. En effet, un pH phagosomal de 5,5 suffit pour détruire Francisella (Clemens et
al., 2004). Afin de survivre, la bactérie a la capacité d’empécher I’acidification du FCP et de
le maintenir a un pH de 6,4, identique a celui du cytoplasme (Golovliov et al., 2003).
L’acidification étant un phénomeéne nécessaire a la maturation du phagosome ainsi qu’a
I’activité optimale de certaines enzymes bactéricides, elle est donc a la fois une nécessité et
une conséquence de la maturation du phagosome (Huynh and Grinstein, 2007). Cette

acidification est la conséquence de I’activité des pompes ATPase vacuolaires (VATPase).
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Différentes études sur la phase phagocytaire de Francisella (Bonquist et al., 2008;
Clemens et al., 2004, 2009) ont permis de mettre en évidence a la fois une résistance des
souches F. tularensis LVS et SCHU S4 a I’acidification du phagosome et une diminution de
nombre de pompes ATPases a la membrane de FCP. Ces conclusions semblent mettre en
avant une affectation de la maturation des phagosomes par F. tularensis. D’autres travaux ont
mis en évidence une acidification et une acquisition des pompes vATPase par les phagosomes
contenant F. tularensis ou F. novicida avant leur rupture, suggérant ainsi la nécessité d’une
maturation du FCP avant la rupture phagosomale (Chong et al., 2008; Clemens and Horwitz,
2007). Ce serait donc le pH acide du FCP qui permettrait I’activation des facteurs
responsables de la rupture phagocytaire, permettant ainsi la sortie de la bactérie dans le
cytosol et sa multiplication.

Plusieurs génes ont été identifiés comme jouant un réle (direct ou indirect) sur le blocage
de Dacidification du phagosome, tels les génes iglC et iglD (présents dans I’ilot de
pathogénicité FPI), ainsi que mgl/A4 codant pour I’activateur pleiotrope MglA (Bonquist et al.,
2008). Les protéines correspondantes sont également impliquées dans la rupture de la
membrane phagosomale. Cependant, d’autres genes participent vraisemblablement a ce
phénomene de blocage. En effet, I’inactivation de ces geénes n’entraine une acidification que
dans 40% des phagosomes de macrophages infectés. De plus, méme en I’absence de synthéses
protéiques, lorsque LVS est tuée par de la formamine par exemple, on observe une absence
d’acidification dans la majorité des vacuoles contenant la souche LVS. De méme, les LVS
tuées par la formamine sont en mesure d’empécher partiellement la fusion du phagosome avec

le lysosome (Bonquist et al., 2008).

2.2.3 Inhibition du « burst oxydatif »

En réponse a linteraction avec un pathogéne, le macrophage induit ’activation de
différentes voies de transduction du signal, conduisant a la production d’effecteurs
antimicrobiens. Le phénoméne de « burst oxydatif » ou « burst respiratoire » est I'un d’eux. Il
consiste en la production rapide et localisée d’intermédiaires réactifs de I’oxygeéne ou de
I’azote, tels le superoxyde, le peroxynitrite ou le monoxyde d’azote. Ces intermédiaires
réactifs sont responsables de la mort bactérienne par peroxydation lipidique et oxygénation
des protéines et des acides nucléiques. Deux enzymes sont responsables de ce « burst

oxydatif » : la NADPH oxydase et la nitric oxide synthétase (NOS) (Rosenberger and Finlay,
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2003). Afin de contrer I’effet délétere des ROS et des RNS, Francisella posséde trois
mécanismes de défense enzymatiques :

- Le blocage de ’assemblage de la NADPH oxydase a la membrane phagosomale : de
nombreuses études, sur des especes pathogeénes diverses (C. burnetii, B. pseudomallei et P.
pseudomallei), ont pu mettre en évidence le role critique des phosphatases acides dans la
virulence et la pathogenése bactérienne (Baca et al., 1993; Kondo et al., 1996; Markova et al.,
1998). Chez Francisella, la phosphatase acide AcpA a été décrite comme possédant un role
dans la régulation du burst oxydatif des cellules infectées. AcpA, située dans le périplasme
bactérien et pouvant étre libérée sous une forme soluble, empéche la formation de la NADPH
oxydase par la déphosphorylation des composants p47phox et p40phox de ’enzyme. AcpA
permet la survie lors de I’infection de neutrophiles, dans lesquels le burst oxydatif a été
stimulé par FMet-Leu-Phe ou par du PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) (Baron, 1996).
Un mutant du géne acpA chez F. novicida présente une mortalité accrue dans les macrophages
humains THPI et un défaut de sortie des phagosomes de I’ordre de 75% (Mohapatra et al.,
2007). Chez F. novicida, trois phosphatases acides ont ét¢ mises en évidence: A, B et
phosphatase acide histidine Hap. La délétion de ces trois genes provoque, chez F. novicida,
une perte totale de la capacité d’échappement du phagosome, une incapacité a se multiplier
dans les macrophages humains et murins ainsi qu’une perte de la virulence in vivo (Mohapatra

et al., 2008).

Le blocage de la production de ROS : les régulateurs de I’opéron iglABCD, MigR et FevR,
ainsi que les genes de la voie de biosynthése des pyrimidines carA, carB et pyrB, encodant les
petites et grandes sous-unités de la carbamoylphosphate synthase, ont été décrits comme
contribuant au blocage de la NADPH oxydase (Buchan et al., 2009; McCaffrey and Allen,
2006; McCaffrey et al., 2010; Mohapatra et al., 2010; Schulert GS et al., 2009; Schulert et al.,
2009).

La détoxification des ROS : le blocage de la production des ROS n’étant pas total,
Francisella a développé un dernier mécanisme de défense. Ce sont des enzymes de
détoxification des dérivés oxygénés telles que la catalase KatG (Lindgren et al., 2007; Melillo
et al., 2009), ou les superoxyde dismutases, SodB et SodC (Bakshi et al., 2006, 2008; Melillo
et al., 2009).

61



Une ¢étude récente chez F. novicida réalisée dans notre laboratoire, a permis de mettre en
évidence le role déterminant du transporteur de glutamate GadC dans la résistance au stress
oxydant (Ramond et al., 2013) (voir annexe 2). Un mutant dans le géne gadC posséde un
défaut de croissance important dans les macrophages de moelle osseuse de souris (BMM),
défaut aboli dans le cadre de BMM de souris PHOX-KO dont le gene codant pour la NADPH
oxydase est délété. Dans le cytoplasme bactérien, le glutamate peut étre converti en de
nombreux produits : de la glutamine, du glutathion, du GABA et des intermédiaires du cycle
de Krebs. L’un de ces intermédiaires du cycle de Krebs, 1’oxoglutarate, est connu comme un
agent anti-oxydant. En effet, I’oxoglutarate se transforme naturellement en succinate lorsqu’il
est en contact avec de 1’H,O,, neutralisant ainsi le stress oxydant. Par sa conversion en
oxoglutarate, le glutamate, capté via le transporteur GadC, participe a la défense de la bactérie

face au stress oxydant du phagosome eucaryote.

2.3. Destin intracellulaire de Francisella tularensis

2.3.1 Sortie du phagosome et multiplication intracytosolique

Apres étre sortie du phagosome, Francisella se trouve dans le cytosol ou elle va se
multiplier activement (temps de doublement variant entre 45 min et 90 min selon les sous-
especes, les types cellulaires et les milieux de culture utilisés) (voir figure 13). Le
comportement intracellulaire des bactéries a été¢ étudié, sur des souches virulentes et
atténuées, dans différents types cellulaires: macrophages murins, humains, cellules
hépatocytaires, macrophages primaires murins, ... (Checroun et al., 2006; Clemens et al.,
2004; Golovliov et al., 2003; Santic et al., 2005; Schulert and Allen, 2006).

La diversité des souches bactériennes utilisées ainsi que la variété des cellules réceptrices a
permis de générer un panel de données sur la vie intracellulaire de Francisella, qui contient,
dans certains cas, des contradictions.

Lors de l’infection de macrophages murins de moelle osseuse par F. tularensis, la
dégradation de la membrane phagocytaire débute dés 30 minutes, la moitié des bactéries se
trouvent dans le cytosol en 1 heure et la totalité en 4 heures. Par la suite, la multiplication de
F. tularensis dans le cytosol débute et atteint son maximum entre 8 heures et 12 heures post

infection. Dans cet intervalle, le temps de doublement est estimé a 53 minutes. Ce temps de
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doublement est différent selon les souches et les sous-especes. Il est, par exemple, de 109
minutes pour la souche FSC200 de F. tularensis subsp holarctica et de 114 minutes pour la
souche LVS. Cette multiplication plus rapide de la sous-espece de type A semble indiquer une
meilleure adaptation a la vie intracellulaire.

Durant cette étape de multiplication, il a été observé lors de I’infection de BMM par la
souche SCHU S4 de F. tularensis subsp tularensis, un regroupement de cellules bactériennes
dans de grandes vacuoles multi-membranaires juxta-nucléaires, appelées vacuoles contenant
Francisella (VCF) (Checroun et al.,, 2006). Ces vacuoles, composées d’une double
membrane, possedent a leur surface le marqueur LAMP-1 et contiennent la protéine LC-3
spécifique de ’autophagie. La confirmation du rdle de 1’autophagie dans la genése de ces
membranes a été effectuée par la mise en évidence de I’inhibition de leur formation par la 3-
méthyl adénine (Checroun et al., 2006; Wehrly et al., 2009). Cependant, ces résultats n’ont pu
étre confirmés par des observations similaires dans d’autres types cellulaires ou avec d’autres
sous-espéces de F. tularemsis. L’hypothése d’un réle des VCF dans 1’accession de F.
tularensis a la machinerie du trafic membranaire, facilitant ainsi sa sortie dans le milieu
extracellulaire par exocytose, a été émise.

F. tularensis est en mesure de lutter contre 1’autophagie, 1’une des défenses de la cellule
contre les bactéries a multiplication intracellulaire. En effet, seuls des mutants incapables de
se répliquer dans le cytosol ou étant déficients pour la synthése de I’antigéne-O de capsule ont
été observés comme étant ¢liminés par un processus d’autophagie classique (Case et al., 2014;
Chong et al., 2012).

Plusieurs geénes impliqués dans la réplication cytosolique de F. tularensis, comme par
exemple le gene iglD présent dans le FPI (Santic et al., 2007). De fagon intéressante, la co-
infection de mutant dans le géne ig/D et de souche sauvage de F. tularensis entraine un retour
de la multiplication cytosolique des mutants. Cette étude suggere donc une implication de la
protéine IgID dans la formation d’un environnement cytosolique favorable a la multiplication

de la bactérie.

2.3.2 Adaptations métaboliques et nutritionnelles lors de la phase
cytosolique

La nutrition revét un aspect essentiel dans la multiplication intracellulaire de Francisella.

En effet, des mutations dans les systémes de transport de nutriments, ainsi que dans les voies
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métaboliques bactériennes, entrainent une perte de 1’adaptation a 1’environnement nutritionnel
de I’hote et de forts défauts de croissance. Des travaux sur I’importance de la voie de
biosynthése des purines ont mis en évidence I’importance des genes purMCD pour la
multiplication cytosolique (Pechous et al., 2006). Au niveau des systémes d’acquisition de
nutriments nécessaires a la multiplication bactérienne, peu de données sont disponibles chez
Francisella. Nous pouvons cependant citer la mise en évidence de la capture des peptides
intracellulaires contenant de la cystéine et notamment le glutathion, comme source de cystéine
pour la souche LVS de F. tularensis (Alkhuder et al., 2009). En effet, le glutathion, qui est le
tripeptide contenant de la cystéine le plus abondant dans les cellules de mammiferes (Franco
et al., 2007; Griffith, 1999; Wu et al., 2004), a été mis en évidence comme étant essentiel a la
multiplication cytosolique de la souche LVS de F. tularensis. Son utilisation passe par une
enzyme, la y-glutamyl-transpeptidase, qui clive la liaison entre le glutamate et le dipeptide
cystéine-glycine du glutathion (Alkhuder et al., 2009) permettant (apres clivage par une

aminopeptidase) la libération de glycine et de cystéine.

2.3.3 Déclenchement de la mort cellulaire de I’hote et sortie de la cellule

F. tularensis est en mesure d’initier la mort cellulaire de son hote par deux mécanismes
distincts : ’apoptose et la pyroptose. Cette mort cellulaire permet la libération des bactéries
dans le milieu extérieur et leur dissémination (voir figure 13).

Les signalisations nécessaires au mécanisme de mort cellulaire par apoptose, observées
notamment dans les macrophages, sont déclenchées par le grand nombre de bactéries
retrouvées dans le cytosol. L’observation de la sortie de Francisella, conséquence de
I’apoptose du macrophage, a lieu environ 18h post infection. Cette sortie correspond au
moment ou, au vu du grand nombre de bactéries par cellule, les nutriments cytoplasmiques
deviennent rares (Lai et al., 2001). L’initiation de 1’apoptose dans les macrophages est, elle,
plus précoce. En effet, elle débute entre 9h et 12h apres infection. Cette activation, qui semble
similaire a la voie intrinséque de I’apoptose, passe par le relargage du cytochrome C des
mitochondries, entrainant le changement du potentiel de membrane mitochondrial. Cette
libération déclenche la formation du complexe apoptotique, 1’activation des caspases pro-
apoptotiques 3, 8 et 9 et la libération des bactéries par apoptose (Lai and Sjostedt, 2003;
Pierini et al., 2012).
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F. tularensis est aussi en mesure de déclencher une mort cellulaire inflammatoire par
pyroptose. En effet, le récepteur AIM2, qui détecte la présence d’ADN double brin bactérien
dans le cytoplasme, entraine I’activation de I’imflammasome lors de I’infection par
Francisella (Fernandes Alnemri et al., 2010; Jones et al., 2012; Rathinam et al., 2010). Cette
activation de l’'inflammasome conduit a la lyse de la procaspase-1 en caspase-1 et a

I’enclenchement de la pyroptose (Mariathasen et al., 2005; Weiss et al., 2007).

Figure 13 : Cycle de réplication de Francisella tularensis dans les macrophages. D’apres
(Chong and Celli, 2010)
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3. Bases moléculaires de la virulence de Francisella tularensis

Différentes approches ont été utilisées afin d’expliquer la capacité de F. tularensis a se
multiplier dans de nombreuses cellules de mammifeéres, et notamment dans les cellules
immunitaires (Anthony et al., 1991). Dans un premiers temps, le séquencage du génome de
Francisella, ainsi que des études génomiques et protéomiques, ont permis de mettre en avant
certains indices concernant ses capacités d’infection (Larsson et al., 2005). Dans un second
temps, des expériences de mutagéneses dirigées et aléatoires ont permis d’identifier certains
genes essentiels a la croissance intracellulaire (Meibom and Charbit, 2010; Pechous et al.,
2009). Cependant, le role d’un grand nombre des protéines codées par ces génes reste inconnu

a ce jour.
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Dans cette partie, j’expliciterai le role dans I’infection des principaux facteurs de virulence
de F. tularensis : le génome, le lipopolysaccharide, la capsule, le systéme d’acquisition du fer,

I’1lot de pathogénicité de Francisella et les systemes de sécrétion.

3.1. Le Génome

Le génome de la souche la plus virulente de F. tularensis subsp tularensis SCHU S4,
posséde un chromosome circulaire d’une taille de 1.892.819 paires de bases (voir figure 14).
Son annotation a permis d’indiquer qu’il était constitué de 1.804 genes et de 201
pseudogenes, soit environ 11% des séquences codantes. Actuellement, plus de 20% des genes

de F. tularensis demeurent de fonction inconnue.

Figure 14 : Carte circulaire du génome de F. tularensis subsp. tularensis souche SCHU S4.
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Les pseudogenes retrouvés dans les génomes des espéces F. tularensis pathogénes sont dis,
pour la plupart, a des mutations de type insertion/délétion et substitution. Une grande
proportion de ces pseudogenes code pour des fonctions dans le transport, la synthése des
acides aminés ou le métabolisme de I’ADN. Cette présence importante de pseudogenes dans
les voies métaboliques de F. tularensis est la cause des nombreuses exigences nutritionnelles
de celle-ci (Larsson et al., 2005). Il est intéressant de noter que le nombre de pseudogenes

retrouvé dans les génomes de F. tularensis ssp novicida est trés largement inférieur a celui des
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autres sous-especes (14 pseudogenes seulement). Cette observation met en avant 1’adaptation
de cette bactérie au milieu extérieur et donc a des conditions nutritionnelles plus variables. A
I’inverse, les especes plus pathogénes présentent une adaptation métabolique spécifique aux
nutriments présents chez 1’hote infecté.

La composition en G+C du chromosome de F. ftularensis est de 32,25%, ce qui est
classique des petits génomes bactériens. Il est intéressant de noter que 1’1lot de pathogénicité
de Francisella (FPI), dupliqué chez toutes les sous-espeéces, sauf novicida, présente un
pourcentage en G+C inférieur a celui du reste du génome (27,5%). Cette observation suggere
un transfert horizontal de ce FPI d’une autre bactérie vers Francisella.

L’étude génomique du chromosome de F. fularensis a permis d’identifier deux principales

séquences d’insertion : ISFtul et ISFtu2. Chez la souche SCHU S4, elles sont présentes a
hauteur de 53 copies pour ISFtul et de 16 copies pour ISFtu2. L’¢tude de leur localisation
génomique a permis de suggérer leur implication dans la plupart des réarrangements
chromosomiques. En effet, elles sont particuliérement observées au niveau de points de
rupture chromosomique. Tout comme les pseudogénes, les séquences d’insertion sont
particulierement retrouvées dans les sous-especes de F. tularensis pathogeénes pour I’ Homme.
La souche U112 ne contient qu’une séquence d’ISFtul quand la souche SCHU S4 en contient
53 (Champion et al., 2009; Rohmer et al., 2007). La présence d’autres séquences d’insertion,
ISFU3, 4, 5 et 6 en plus petit nombre est également notable (Champion et al., 2009).
Les différentes sous-especes de F. tularensis sont génétiquement trés proches. En effet, leur
pourcentage d’identité est supérieur a 98%. Il existe cependant des régions de différences
génomiques entre ces sous-especes, appelées « Regional Différences » ou RD. Ces régions
sont au nombre de 22 et ont été mises pour la premieres fois en évidence (RD 1 a 8) en 2003
via I’analyse du génome entier par des puces a ADN (Broekhuijsen et al., 2003). Ces régions
de différences ont été décrites comme absentes chez F. tularensis subsp holarctica. Par la
suite, I’analyse par PCR du génome de 45 isolats de F. tularensis a permis de mettre en
évidence les régions RD 9 a 22. RD1, décrite comme hautement variable d’une sous-espéce a
une autre, permet une discrimination par analyse de la taille de I’amplicon. RD6, contenant le
gene pdpD impliqué dans la virulence de Francisella, n’est pas présent chez la souche LVS.
RD19 contient les génes codants pour un pili de type I'V.

De ces observations, plusieurs analyses de I’évolution des sous-espéces de F. tularensis ont
été réalisées. Selon elles, les sous-espéces tularensis et mediasitica semblent les plus proches

et la sous-espece holarctica viendrait ensuite (Broekhuijsen et al., 2003; Svensson et al.,
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2005). Une autre analyse présente les sous-especes tularensis et novicida comme deux
especes différentes ayant évolué en deux populations distinctes (Larsson et al., 2005).
Longtemps restée inconnue, 1’origine de 1’atténuation de la souche LVS de F. holarctica a
été plus finement étudiée. Ces recherches ont permis de mettre en évidence des variations de
séquences susceptibles d’altérer la fonction de 35 geénes. Parmi eux, 7 geénes semblent étre
particulierement responsables de 1’atténuation de la souche. Il s’agit de 3 génes codant pour
des protéines hypothétiques (F7L 0168, FTL 0439 et FTL 1773) et de 4 genes codant pour :
la protéine PilA, une fumaryl acétoacétate hydrolase, une 3-oxoacyl-synthase III et une

glycosyltransférase (Rohmer et al., 2007).

3.2. Le lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide, ou LPS, est un composant majeur de la surface externe des
bactéries a Gram négatif. Il est composé de trois entités synthétisées séparément : le lipide A,
enchassé dans la membrane externe, le noyau (ou « core »), sa partie médiane et 1’antigene O,
sa partie libre dans le milieu extérieur (voir figure 15) . Le LPS, capable d’activer les
macrophages via le récepteur TLR4, fait partie des PAMPS (Akira and Takeda, 2004).

Contrairement au LPS de E. coli, celui de F. tularensis présente une bioactivité faible
(Vinogradov and Perry, 2004). En effet, a 'inverse des LPS d’autres bactéries a Gram négatif,
il n’est pas capable d’activer les macrophages via leur récepteur TLR4. L’activation de la
production, par des macrophages murins, d’IL-1 et de TNFa, suite a une activation par le LPS
de E. coli, est 1 000 fois supérieure a celle observée avec le LPS de Francisella (Ancuta et al.,
1996; Hajjar et al., 2006; Sandstrom et al., 1992; Telepnev et al., 2003).

La base lipide A du LPS a ét¢ identifiée comme identique chez toutes les sous-espéces de
F. tularensis (Gunn and Ernst, 2007). Cependant, le dimére de glucosamine du lipide A
connait des différences de glycosylation selon les sous-espéces.

De méme, la structure du core du LPS posséde une ossature commune chez les sous-
especes holarctica et novicida, tout en différent par la présence ou non de résidus glucose et
mannose (Gunn and Ernst, 2007).

Les antigénes O des sous-especes tularensis et holarctica sont identiques contrairement a
celui de la sous-espece novicida (Prior et al., 2003; Thirumalapura et al., 2005; Vinogradov
and Perry, 2004). Cela explique les roles différents joués par le LPS chez les différentes sous-

especes de Francisella. Pour les sous-especes novicida et holarctica, le LPS a été mis en
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¢évidence comme jouant un rdle dans la survie intracellulaire et in vivo chez la souris (Hartley
et al., 2006; Li et al., 2007; Thomas et al., 2007). Dans la sous-espéce novicida, le LPS est

aussi impliqué contre 1’effet bactéricide du sérum.

Figure 15 : Structure du LPS des différentes sous-especes de F. tularensis d’apreés (Gunn and
Ernst, 2007)
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3.3. La capsule

La capsule est I'un des attributs déterminants de la virulence de nombreuses bactéries
pathogenes. Elle se présente sous la forme d’une barriére protectrice, située a I’extérieur de la

paroi bactérienne, et qui participe notamment a la résistance a 1’effet bactéricide du sérum.
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Celle-ci peut étre de nature peptidique (Candela and Fouet, 2005, 2006) ou, le plus souvent,
polysaccharidique.

La présence d’une capsule polysaccharidique chez F. tularensis a longtemps été débattue.
Cependant, celle-ci est actuellement communément acceptée (Golovliov et al., 2003;
Sandstrom et al., 1988; Sorokin et al., 1996) (voir figure 16).

La création de souches acapsulées a permis de mettre en évidence une sensibilité accrue
de Francisella a la destruction par la voie du complément (Sandstrom et al., 1988).
L’importance de la capsule dans la virulence in vivo a aussi été mise en évidence. En effet,
I’augmentation de la taille de la capsule d’une souche LVS par passages successifs en milieu
Chamberlain est associée a une augmentation de la virulence chez les souris
(Cherwonogrodzky et al., 1994). Plus récemment, des ¢études utilisant des anticorps
monoclonaux contre différents éléments de la capsule de Francisella purifiée ont permis de
caractériser certains aspects de sa structure (Apicella et al., 2010). Ces travaux, chez F.
tularensis et F. holarctica, ont permis de mettre en évidence une capsule d’une taille variant
entre 100 et 250 kb (Apicella et al., 2010). De plus, 'immunisation de souris par des
fragments de capsule purifiés, entraine une protection efficace contre 1’infection par la souche
LVS mais pas par la souche SCHU S4 (Apicella et al., 2010; Jones et al., 2014).

La capsule de F. tularensis est composée d’un « cceur » similaire a I’antigéne O du LPS,
contenant une répétition de trois sucres: le 2-acetamido-2,6-dideoxy-o-glucose, le 4,6-
dideoxy-4-formamido-D-glucose et le 2-acetamin-2-desoxy-o-galacturnoamide (Apicella et
al., 2010; Jones et al., 2012). De récentes ¢tudes ont permis de mettre en évidence une voie
commune de biosyntheése de la capsule et du LPS chez Francisella (Jones et al., 2014). En
effet, la mutation de génes prédits comme étant responsables de la biosynthése de la capsule a
entrainé a la fois une interruption de la production de la capsule et du LPS.

D’autres résultats, obtenus apres culture de Francisella sur milien BHI, ont mis en
¢vidence une capsule ne contenant pas 1’antigeéne O (Zarrella et al., 2011). Cette capsule,
composée de glucose, de galactose et de mannose, a aussi ét¢ mise en évidence chez des

mutants wbtA, incapables de produire 1’antigéne O (Bandara et al., 2011).
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Figure 16 : Souche sauvage capsulée de F. tularensis subsp holarctica LVS (A) et souche

non capsulée Cap™ (B). Microscopie électronique, x 60 000. D’apres (Sandstrom et al., 1988).

3.4. Acquisition du fer

Le fer est un ¢lément essentiel a la croissance des étres vivants. En effet, son utilisation par
les cellules, notamment au niveau du site catalytique des enzymes est primordiale. Chez la
bactérie, une carence en fer provoque un effet bactériostatique, et une absence de fer un effet
bactéricide. Afin de survivre, les bactéries ont donc la nécessité de capter du fer dans le milieu
extérieur. Dans les tissus animaux, la concentration en fer libre est extrémement faible.
Francisella tularensis, comme de nombreuses bactéries pathogenes, a donc développé des
systémes d’acquisition et de stockage du fer. Face a cette nécessité de la capture de fer par les
bactéries, les cellules et notamment les macrophages, ont mis en place des systemes de
séquestration du fer. Les résultats de plusieurs travaux ont démontré que 1’activation des
macrophages, par reconnaissance du LPS ou stimulation par I’INF-y, entrainait une
diminution de I’expression du récepteur a la transferrine (TfR), qui permet I’entrée de la
transferrine dans la cellule, ainsi qu’une augmentation de la production de ferritine, qui
permet la séquestration du fer dans le cytoplasme (Jones et al., 2012). Ces deux processus
visent a limiter ’accés au fer libre dans le cytoplasme pour les bactéries intracellulaires. De
facon étonnante, dans le cadre de I’infection par la souche LVS, I’expression de TfR est
augmentée de maniére significative et notamment au niveau des FCP. De plus, contrairement
a un macrophage activé par reconnaissance du LPS ou stimulation par I'INF-y, un
macrophage infecté par la souche LVS n’induit pas de production de ferritine. La souche LVS

met donc en place, lors de I’infection de macrophages, un systéme de lutte actif contre la
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séquestration du fer (Jones et al., 2012). Un autre mécanisme de défense eucaryote, visant a
limiter 1’acces au fer intracytosolique, est I’augmentation de I’expression de la ferroportine,
qui permet I’export du fer. Afin de lutter contre cette séquestration, I’infection par LVS induit,
par un mécanisme inconnu a ce jour, la production d’hepcidine, un peptide antimicrobien
sécrété par les cellules hépatiques. L’internalisation et la dégradation de ce peptide conduit a

I’inhibition de I’export de fer par la cellule (Jones et al., 2012).

Deux systémes d’acquisition du fer ont, de plus, ét¢ identifiés chez F. tularensis : un
systéme de production de sidérophore et de capture, appelé fs/ (Ramakrishnan et al., 2008), et
un systéme de transport putatif du fer ferreuc (Fe™"), encodé par les génes feod et feoB
(Thomas-Charles et al., 2013). Cinq genes, fsIABCDE, font partie de 1’opéron fs/. Trois
d’entre eux, fslAd, fsIB et fsIC ont été décrits comme étant essentiels a la sécrétion de
sidérophores par F. tularensis (Sen et al., 2010). Le geéne fs/E assure la production du
récepteur pour les sidérophores et les protéines FsIB et D sont des transporteurs de la sous-
famille MFS (Major Facilitator Superfamily), impliquées dans ’entrée des sidérophores. Des
mutants dans ces mécanismes d’acquisition du fer sont décrits comme atténués dans leur
croissance intracellulaire et dans leur virulence in vivo (Deng et al., 2006; Su et al., 2007;
Weiss et al., 2007). Les génes du transport du fer chez Francisella ont été particulierement
mis en évidence comme étant induits durant la phase de multiplication cytosolique (Wehrly et
al., 2009). Le régulateur de la capture du fer (Fur), présent chez de nombreuses bactéries
pathogénes, a été prédit par une analyse bio-informatique dans le génome de la souche SCHU
S4, tout comme les genes, find, fumB, acnA et sodB décrits comme associés au transport du
fer chez L. pneumophila (Larsson et al., 2005). Plus de 80 genes ont été identifiés comme

étant régulés (positivement ou négativement) par une carence en fer (Deng et al., 2000).

3.5. L’ilot de pathogénicité de Francisella

3.5.1 Découverte et constitution

En 2004, Nano et al. ont mis en évidence par mutagénése dirigée 2 locus : igl4d et iglC
(Nano et al., 2004). Ces locus, présents au sein de 1’opéron ig/lABCD (pour intramacrophage
growth locus ABCD), ont été¢ identifiés comme nécessaires a la croissance dans les

macrophages (Gray et al., 2002). Par la suite, des analyses bio-informatiques ont permis de
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mettre en évidence 1’existence, dans cette région, d’un ilot de pathogénicité d’une taille de
33,9 kb et constitué¢ de 25 geénes, baptis¢ FPI pour « Francisella pathogenicity island » (voir
figure 17). Ce FPI présente un pourcentage en G+C significativement différent du reste du
génome de Francisella et est flanqué d’éléments de transposition (Barker and Klose, 2007;

Nano et al., 2004).

Figure 17 : Ilot de pathogénicité de Francisella tularensis subsp tularensis SCHU S4.
D’aprés (Broms et al., 2010). Les fleches de couleur noire indiquent les génes ne possédant
pas d’homologie avec d’autres génes bactériens. Les fleches blanches indiquent les génes

présentant des homologies significatives avec des génes d’autres systémes bactériens.
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L’1lot de pathogénicité, bien que trés conservé d’une espéce a une autre, est dupliqué chez
toutes les sous-espeéces de F. tularensis a I’exception de la sous-espece novicida. Cette
présence du FPI en simple copie pourrait étre a I’origine de la moindre pathogénicité de cette
sous-espeéce chez ’'Homme (Titball and Petrosino, 2007). Des études ont permis de formuler
I’hypothése d’une présence du FPI en simple copie dans le génome ancestral de Francisella
tularensis (Larsson et al., 2009). La duplication serait due a I’insertion de copies de 1’élément
d’insertion ISFtul en amont et en aval du FPI, permettant une recombinaison non réciproque.
Cette duplication chez les sous-especes de F. tularensis, a ’exception de la sous-espéce
novicida, explique en partie que les mutagénéses aléatoires dans les souches de F. tularensis
LVS ou SCHU S$4 ne parviennent que peu fréquemment a identifier des genes de virulence
associés au FPI (Kawula et al., 2004; Qin and Mann, 2006). L’identification plus fine des
geénes impliqués dans la virulence associée au FPI n’a donc pu se réaliser qu’a partir des
¢tudes sur la sous-espece novicida (Gray et al., 2002; Tempel et al., 2006).

Le FPI est constitué¢ de deux opérons contenant au total 17 génes. Le premier est constitué
de 5 phases ouvertes de lecture (ORF en anglais) : pdpD, iglA, iglB, iglC et iglD ; codant les

protéines Igl.
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Le second, orienté en sens inverse, code pour 12 geénes et contient notamment pdpABC
« pathogenicity determinant protein ABC » ( pdpA, pdpB, iglE, vgrG, iglF, iglG, iglH, dotU,
igll, iglJ et pdpC) (Barker and Klose, 2007). La majorit¢ du FPI est conservée chez les
différentes sous-espeéces a I’exception de la région amont de ig/A4, qui contient les génes anmK
et pdpD. Celle-ci varie entre les souches américaines de Francisella et les souches
européennes (Ludu et al., 2008; Nano and Schmerk, 2007; Nano et al., 2004). Chez la sous-
espece novicida, les copies de ces deux genes sont intactes. Chez la souche SCHU S4, le géne
anmK est séparé en 3 ORF distinctes et le géne pdpD possede une troncature de 150 pb. Chez
les souches OSU18 et LVS, le géne anmK et la plus grande partie du géne pdpD sont absents
(Nano and Schmerk, 2007; Nano et al., 2004). L’étude de ces deux genes chez novicida a
permis de mettre en évidence une atténuation des mutants de délétion dans le géne pdpD lors
d’infections d’embryons de poulets et de souris, sans perte de virulence dans les macrophages
(Ludu et al., 2008), ainsi qu’un effet minimal de la délétion de anmK sur la virulence dans les

embryons de poulet.

Les genes igl. Les génes de I'opéron ig/ encodent quatre protéines : IglA, IgIB, IglC et
IgID. Leur role dans la croissance intracellulaire de Francisella a été mis en évidence chez les
sous-especes novicida (de Bruin et al., 2007; Deng et al., 2006; Gray et al., 2002; Lauriano et
al., 2004; Ludu et al., 2008; Santic et al., 2005a), holarctica (Bonquist et al., 2008; Golovliov
et al., 1997, 2003; Lindgren et al., 2004) et tularensis (Twine et al., 2005). Les protéines IglA
et IglC ont été décrites comme importantes pour la croissance dans les macrophages
péritonéaux de souris (Gray et al., 2002). La protéine IglA est produite au cours de 1’infection
de macrophages et semble, de par ses caractéristiques biochimiques, étre une protéine
cytoplasmique interagissant avec IgIB (de Bruin et al., 2007). La protéine IglC a été la plus
¢tudiée de ’opéron ig/ et particulierement chez la sous-espece novicida via des approches in
vitro et in vivo (Golovliov et al.,, 2003; Santic et al., 2005a; Twine et al., 2005). Son
importance dans la croissance intracellulaire a notamment été mise en évidence chez 1’amibe
Acanthamoeba castelanii (Lauriano et al., 2004). Chez la sous-espece holarctica, la délétion
des deux copies d’ig/C provoque un défaut de croissance intramacrophagique, ainsi qu’une
atténuation totale chez la souris. Le mécanisme d’action de la protéine IglC commence a étre
connu. Elle est produite par Francisella dés son entrée dans le macrophage et est nécessaire a
la sortie du phagosome. En effet, dans les macrophages péritonéaux de souris, on retrouve
99% des mutants dans le géne ig/C au niveau de la vacuole phagosomale (Golovliov et al.,

2003). Ces mutants sont par la suite éliminés par maturation du phagosome en lysosome.
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L’action d’IglC passe par une inhibition des voies NF-kB et MAP kinases conduisant a une
faible production de TNFa et d’IL-1 et une atténuation de la réponse inflammatoire dans les
macrophages infectés (Telepnev et al., 2005). La protéine IglD semble posséder, dans la sous-
espece novicida, un réle dans 1’échappement du phagosome. En effet, un mutant dans le géne
iglD s’échappe plus rapidement du phagosome vers le cytosol de cellules pulmonaires et
hMDMs de souris BALB/c, mais ne peut s’y répliquer (Santic et al., 2007). Pour terminer, le
géne iglE, requis pour la croissance intramacrophagique de Francisella, code pour une
lipoprotéine putative.

Les génes pdp. L’ importance des geénes pdp du FPI dans la virulence et la pathogénicité de
Francisella a ét¢ mise en évidence chez la sous-espece novicida par I’étude in vitro et in vivo
de mutants des genes pdpA, pdpD (Ludu et al., 2008; Mariathasen et al., 2005; Nano et al.,
2004) et pdpB (Brotcke et al., 2006; Tempel et al., 2006). Une mutation dans le géne pdpD de
novicida entralne un défaut de croissance intracellulaire dans les macrophages de moelle
osseuse et de virulence chez la souris (Nano et al., 2004). Ces résultats sont cependant a
confirmer car la présence d’un effet polaire sur la transcription des génes iglABCD lors de la
mutation de pdpD pourrait modifier le phénotype observé (Nano and Schmerk, 2007). Une
¢tude de 2008 suggere que I’expression du géne pdpD est en lien avec celle des génes igl4,
iglB et iglC (Ludu et al., 2008). En effet, une augmentation de la production de PdpD induit
une augmentation de la synthése de ces protéines. Cette étude a émis I’hypothése d’un lien
entre les protéines IglA, IglB et pdpB et un systéme de sécrétion permettant le passage des
protéines PdpD et IglC vers la membrane externe. Un mutant dans le géne pdpA est incapable
de s’échapper du phagosome des macrophages C57BL/6 (Mariathasen et al., 2005; Nano et
al., 2004) et reste associé au marqueur lysosomal Lamp-1. Ces résultats suggérent un effet de
la protéine PdpA, identifiée comme une protéine soluble induite dans des conditions de
carence en fer, dans la maturation du phagosome précoce jusqu’au stade tardif (Schmerk et
al., 2009). Le géne pdpB est, lui, impliqué dans I’entrée et la croissance dans les macrophages
murins J774 (Tempel et al., 2006). Une mutation dans ce géne entraine une diminution de
I’ordre d’un million de fois de la virulence chez les souris BALB/c.

Et les autres... Plus récemment, d’autres génes du FPI ont été étudiés. Les geénes iglG et
igll semblent impliqués dans 1’échappement du phagosome, I’activation de I’inflammasome et
la virulence chez la souris (Broms et al., 2011). Des mutants dans les génes vgrG et dotU ne
peuvent plus s’échapper du phagosome, ne peuvent activer I’inflammasome et sont atténués

chez la souris (Broms et al., 2012). Le géne ig/H semble quant a lui, étre nécessaire a la sortie
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du phagosome ainsi qu’a la croissance intracellulaire (Straskova et al., 2012). Un mutant de ce

geéne est totalement avirulent chez la souris.

3.5.2 Un systéme de sécrétion de type VI ?

L’analyse bio-informatique des différents génes du FPI a mis en évidence une homologie
avec des genes du systeme de sécrétion de type VI (SST6), mis en évidence dans le génome
d’autres bactéries pathogénes (Barker and Klose, 2007; Nano and Schmerk, 2007; Nano et al.,
2004). De fagon identique au FPI, chez V. cholerae et chez P. aeruginosa, le SST6 est encodé
par un ensemble de génes conservés et regroupés dans un locus (Pukatzki et al., 2009).

9 génes du FPI ont été identifiés comme ayant des homologues dans le SST6: pdpB
(homologue de icmF), iglA, iglB, iglC, iglD, vgrG, iglF (homologue de clpV), pdpE (hcp) et
dotU.

Différentes études ont cherché a mettre en évidence le role commun de différentes
protéines du FPI, afin d’étayer I’hypothe¢se d’un systeme de sécrétion de type VI de
Francisella. Les démonstrations de I’interaction des protéines IglA et IgIB, ainsi que la
dépendance des genes iglA4, iglB dotU et pdpB pour la localisation de PdpD dans la membrane
externe tendent a amener vers une confirmation de cette hypothése. De plus, la surexpression
de pdpD semble affecter la distribution cellulaire de IglA, IgIB et IglC, suggérant ainsi des
interactions entre elles. IglC, protéine présente a la fois au niveau du cytoplasme et de la
membrane externe est affectée dans sa distribution par une délétion des génes pdpB ou dotU,
devenant ainsi exclusivement cytoplasmique. De méme, IglC semble suivre un processus
d’adressage a la membrane externe (Ludu et al., 2008). Plus récemment, les protéines Igll et
VerG ont été mises en évidence comme étant sécrétées dans le cytosol de la cellule hote. La
sécrétion de VgrG ne semble cependant pas dépendante de la présence des autres protéines du
locus. A I’inverse, celle d’IglG est dépendante de VgrG (Barker et al., 2009). En 2012, une
¢étude cristallographique de la protéine DotU a permis de mettre en évidence une structure trés
proche de la protéine TssL, un composant du SST6 (Robb et al., 2012). Cependant, la
caractérisation complete de cet hypothétique systéme de sécrétion de type VI reste encore a

réaliser.
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3.5.3 Régulation du FPI

L’¢étude de I’expression des différents génes du FPI en réponse a différents stimuli a permis
de mettre en évidence plusieurs régulateurs (voir figure 18). L’augmentation de 1’expression
de certains geénes du FPI a notamment pu étre mise en évidence dans des bactéries exposées
au péroxyde d’hydrogene (Golovliov et al., 1997; Twine et al., 2006) ou a des conditions de
carence en fer (Deng et al., 2006). Ces conditions de croissance ayant pour but de mimer
I’environnement macrophagique, ces études permettent d’émettre I’hypothese d’une induction

des génes du FPI lors de la phase infectante de la bactérie.

a. MglA et SspA

La protéine MglA a été mise en évidence pour son rdle dans la croissance intracellulaire et
dans la virulence de la bactérie, aussi bien in vivo qu’in vitro, chez F. novicida (Baron and
Nano, 1998; Lauriano et al., 2003, 2004) et la souche F. tularensis subsp tularensis SCHU S4
(Santic et al., 2005). Une ¢tude a aussi mis en évidence I'importance de MglA dans la
croissance intracellulaire de la sous-espece novicida chez 1’amibe. Le géne mglA4 est situé sur
I’opéron mglAB, qui est exprimé en phase exponentielle de croissance. La protéine MglA
présente 20% d’identité avec la protéine SspA (Stringent Stravation Protein A) d’E. coli
(Baron and Nano, 1998; Charity et al., 2007), un régulateur transcriptionnel de génes, associé
a ’ARN polymérase, qui régule I’expression d’un sous-groupe de geénes en réponse a un
stress nutritionnel (Barker and Klose, 2007; Baron and Nano, 1999; Ishihama and Saitoh,
1979; Williams et al.,, 1994). La mise en évidence en 2004, par RT-PCR, de niveaux
d’expression fortement réduits des geénes pdpD, iglA, iglC, iglD et pdpA dans un mutant mglA
a suggéré un role de régulateur des différents génes du FPI (Lauriano et al., 2004). Des
analyses transcriptionnelles ont identifi¢é qu’une mutation dans le géne mgl4 entrainait la
modification de I’expression de 102 génes (Brotcke et al., 2006), dont tous les génes du FPI.

Les régulations réalisées par MglA possédent un rdle essentiel dans la modulation de la
biogénese et dans 1’échappement du phagosome, et plus précisément au niveau de
’acidification du phagosome (Bonquist et al., 2008; Santic et al., 2005). Des ¢tudes mettent
en évidence un réle de MglA pour la survie de la bactérie dans un environnement a fort taux
en oxygene (Guina et al., 2007; Honn et al., 2012).

Plus récemment, I’identification d’une protéine, nommée SspA, interagissant avec MglA
pour initier la transcription de facteurs de virulence, tels IglA, IglC et PdpA, en se liant a

I’ARN polymérase, a été réalisée chez LVS et SCHU S4 (Charity et al., 2007; Larsson et al.,
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2005). D’autres études ont permis de mettre en évidence que le complexe MglA-SspA-ARN
polymerase est contrdlé par la guanosine tétraphosphate (ppGpp) ainsi que par une protéine
putative se liant a ’ADN, FevR (Charity et al., 2009). Ces deux protéines ont, elles aussi, été
identifiées comme étant dépendantes de signaux environnementaux et nutritionnels (Charity

et al., 2009).

b. FevR et ppGpp

Le régulateur FevR (aussi appelé PigR), mis en évidence la premicre fois chez la sous-
espece novicida, est retrouvé dans toutes les sous-especes de F. tularensis. 1l régule a la fois
I’expression des genes du FPI et d’autres geénes du régulon mgld/sspA au moyen d’une
alarmone, appelée ppGpp (guanosine tétraphosphate) qui favorise cette interaction. Cette
alarmone semble essentielle a la mise en place de la virulence. En effet, des mutants dans le
gene ppGpp présentent un défaut de croissance intra-macrophagique ainsi qu’une forte
atténuation de la virulence chez la souris (Charity et al., 2007, 2009). L’expression seule de
FevR n’est pas suffisante pour induire I’expression de MglA. En effet, la présence de MglA
est essentielle pour que la régulation par FevR ait lieu, via une boucle de rétroactivation
(Brotcke and Monack, 2008). FevR n’interagit pas directement avec le complexe MglA-
SspA-ARN polymérase, suggérant une action sur le FPI parallélement a celui-ci (Brotcke and

Monack, 2008; Rohlfing and Dove, 2014).

c. PmrA

L’étude des systemes a deux composants chez F. tularensis a permis de mettre en évidence
un autre régulateur du FPI. Les systémes a deux composants sont utilisés par les bactéries
dans le but d’adapter I’expression de certains geénes en fonction de facteurs
environnementaux, nutritionnels par exemple. C’est ainsi que PmrA a été identifi¢ chez F.
novicida comme un régulateur de 1’expression des génes de FPI issu d’un systéme a deux
composants orphelin de son capteur. (Mohapatra et al., 2007). Chez F. novicida, un mutant
dans pmrA présente un fort défaut de multiplication intracellulaire ainsi qu’une virulence
fortement atténuée chez les souris. Des expériences de puce 8 ADN ont permis d’identifier 65
geénes, dont 11 geénes situés dans le FPI, régulés par PmrA. PmrA posséde la capacité de
s’autoréguler, ainsi que de réguler I’expression des génes du FPI. Pour cela, la protéine se fixe
sur les promoteurs de pmrA et de pdpD. De plus, ce régulateur est capable d’intéragir avec le
complexe MglA-SspA, qu’il soit 1i¢ ou non a I’ARN polymérase.

La capacit¢ de PmrA a activer son expression ainsi que celle du FPI, repose sur sa

phosphorylation par une histidine kinase : KdpD. Un mutant dans le géne kdpD présente,
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comme un mutant dans le géne pmrA, un fort défaut de multiplication intracellulaire et une
atténuation de la virulence in vivo (Bell et al., 2010). PmrA et KdpD constituent le premier

systéme a deux composants identifi¢ chez Francisella.

d. MigR
Un autre régulateur de l’opéron iglABCD a été mis en évidence et appelé MigR
(Macrophage Intracellular Growth Regulator). Un mutant dans ce régulateur posséde une
capacité moindre a se multiplier dans les macrophages dérivés de monocytes humains. La
transcription de FevR est trés affectée par une mutation de MigR, suggérant une action
indirecte de MigR sur le FPI (Buchan et al., 2009). En réduisant I’expression de FevR, MigR

permettrait une répression de 1’opéron iglABCD.

e. Hfq

Hfq est un régulateur post-transcriptionnel qui, sous la forme d’une protéine chaperonne
permet notamment ’interaction des petits ARN avec leurs ARN cible (Valentin-Hansen et al.,
2004). Son importance a été particulierement mise en évidence dans la résistance au stress
ainsi que lors de la formation de biofilms (Chambers and Bender, 2011). Hfq est impliqué
dans la virulence de nombreux pathogeénes tels V. cholerae (Ding et al., 2004), S. typhimurium
(Sittka et al., 2007), B. abortus (Robertson and Roop, 1999), L. monocytogenes (Christiansen
et al., 2000), P. aeruginosa (Sonnleitner et al., 2003) ou E. coli uropathogene (Kulesus et al.,
2008).

Chez Francisella, Hfq est la seule protéine décrite a ce jour régulant négativement
I’expression d’une partie des génes du FPI. Son action régulatrice se situe au niveau de
I’opéron pdp, contenant les génes pdpA, pdpB, pdpC, dotU, vgrG, iglE, iglF, iglG, iglH, igll,
iglJ et pdpE. Un mutant hfq de Francisella présente un défaut aux premiéres étapes de la
croissance cellulaire, une forte atténuation chez la souris ainsi qu’une résistance aux stress
amoindrie et notamment au niveau des stress thermiques, salins et dénaturants (Meibom et al.,

2009).
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Figure 18 : Schéma de la régulation des génes de I’ilot de pathogénicité de Francisella.

D’apres (Dai et al., 2011)
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3.6. Les systemes de sécrétion

De nombreuses bactéries posseédent la capacité de sécréter des protéines dans le milieu
extérieur. Ces protéines peuvent avoir des rdles divers: 1’acquisition de nutriments, la
biosynthése de pompes a efflux, la biosynthése d’un pili. Cette sécrétion a la surface
bactérienne nécessite le passage des protéines a travers la membrane interne, le périplasme et
la membrane externe. C’est a ce stade qu’interviennent les systemes de sécrétion, qui sont,
chez les bactéries a Gram négatif, au nombre de 8 : type I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII et
systéme de sécrétion a deux partenaires (Kostakioti et al., 2005). Certains de ces systémes
(SSTIIL, IV et VI) ont été décrits comme impliqués dans 1’interaction entre les bactéries et les
cellules eucaryotes, et plus précisément dans la translocation d’effecteurs bactériens dans le
cytoplasme des cellules (Schwarz et al., 2010).

Des analyses bio-informatiques du génome de Francisella ont permis d’identifier la

présence de trois machineries de sécrétion : un systéme de sécrétion de type I, un systéme de
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sécrétion de type Il représenté par un pili de type IV et un systéme de sécrétion de type VI,

encodé¢ par le FPI.

3.6.1 Le systéme de sécrétion de type I

Le SSTI est décrit comme utilisé par les bactéries pour injecter des toxines et différents
facteurs de virulence dans le cytoplasme des cellules eucaryotes (voir figure 19). Par exemple,
chez E. coli, la protéine TolC, 'un des composants du SSTI présent au niveau de la
membrane externe, est impliqué dans la sécrétion de I’hémolysine, via le complexe HlyBD-
TolC (Holland et al., 2005), et de petites molécules toxiques, via le complexe AcrAB-TolC
(Eicher et al., 2012). Le génome de F. tularensis posseéde trois paralogues de TolC : TolC,
FtIC et SilC (Gil et al., 2006). TolC et FtIC possedent une activité dans la résistance aux
antibiotiques, mais seule TolC a été mis en évidence comme ayant un réle critique dans la
virulence des souches LVS (Platz et al., 2010). Par ailleurs, un mutant dans le géne 70lC a été

décrit comme hypertoxique dans les macrophages humains et murins (Kadzhaev et al., 2009).

3.6.2 Systéme de sécrétion de type II et Pili de type IV

Le SST II, qui est la principale branche de la voie générale de sécrétion (Sec), permet la
translocation de protéines depuis le périplasme a travers la membrane externe des bactéries a
Gram négatif (voir figure 19). Ce SSTII, dont I’architecture générale est similaire a la
machinerie de pili de type IV (TFP), a notamment été¢ étudié chez Klebsiella oxytoca. Dans ce
modele, le SSTII est composé¢ de 15 protéines dont certaines sont homologues a des
composants de la machinerie de sécrétion du Pili de type IV (Ayers et al., 2010; Chen and
Dubnau, 2004). Le TFP est un appendice filamenteux qui est impliqué dans la virulence de
nombreuses bactéries, notamment en permettant I’attachement a la cellule hote (Ayers et al.,
2010). SSTII et TFP, bien qu’utilisant des composants homologues pour médier 1’export de
substrats, possedent des propriétés uniques, les distinguant du point de vue de leur fonctions
biologiques.

Les différentes sous-espeéces de F. tularensis possédent des capacités de sécrétion
différentes. Chez la souche novicida, une sécrétion de protéine par le SSTII a pu étre

observée. Le génome de Francisella contient un certain nombre de geénes similaires a des
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genes connus du TFP : pilQ, codant pour une sécrétine et six geénes prédits comme encodant
un pili de type 4 (pilE1 a pilE6) (Chakraborty et al., 2008; Gil et al., 2004; Hager et al., 2006;
Larsson et al., 2005). Actuellement, peu d’éléments sont connus quant a 1’implication du
SSTII dans la virulence de Francisella. Cependant, I’importance des geénes pilC et pilQ pour
la virulence de la souche SCHUS4 a pu étre mise en évidence (Forslund et al., 2010). La
piline PilA (PilE1) est, elle, requise pour la virulence chez les sous-especes tularensis et

holarctica (Forslund et al., 2006, 2010).

Figure 19 : Les systémes de sécrétion de type I et II. D’aprés (Ramond and Gesbert et al.,
2012)

M E : membrane externe ; P : périplasme ; MI : membrane interne
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Chapitre III : Nutrition et virulence
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Tous les organismes, et notamment les bactéries, ont évolué afin de maximiser leur
production d’énergie a partir des nutriments a leur disposition. La nutrition des bactéries in
vivo est un domaine d’études important des relations hotes-pathogenes. En effet, pour survivre
et se multiplier dans un hote, une bactérie doit étre en mesure d’adapter son métabolisme a la
fois au nutriment présent chez I’hote mais aussi aux conditions physiques environnantes.

Cependant, les connaissances sur le métabolisme des pathogeénes sont assez limitées. En
effet, la majorité des études portant sur la virulence s’intéresse a la « virulence classique », la
recherche de nouveaux facteurs de pathogénicité bactériens. De plus, la complexité
nutritionnelle des micro-environnements de 1’hote ainsi que la difficulté d’étudier des activités
enzymatiques redondantes par des approches de génétique classique rend les recherches
difficiles. Cependant, I’identification de génes impliqués dans le métabolisme, par approche
transcriptomique ou par criblage de banque de mutants, tend a inverser cette tendance.

La nutrition bactérienne étudie donc a la fois le métabolisme, c’est-a-dire les voies
d’anabolisme et de catabolisme bactérien, mais aussi les mécanismes de capture et de

transport des nutriments.

1. Virulence et immunité nutritionnelle

De nombreux mécanismes d’acquisition de nutriments ont été mis en évidence chez les
pathogenes. Certains de ces mécanismes sont particuliérement ou uniquement utilisés pour la
nutrition dans le cadre de I’infection. Il peut s’agir, par exemple, de systémes de transports ou
d’enzymes sécrétées. Dans le cadre trés particulier des bactéries a multiplication
intracellulaires (Shigella, Brucella, Salmonella, Legionella,...), on retrouve notamment
différents systemes de translocation d’effecteurs microbiens possédant un role de
manipulation de la cellule hote en interférant avec les voies de signalisation de celle-ci.
Certains de ces effecteurs ont pour fonction de permettre 1’extraction de nutriments essentiels
a la prolifération de la bactérie, présents dans le cytoplasme de la cellule hote.

Une part des défenses immunitaires innées des cellules eucaryotes passe par une restriction
de I’acceés aux nutriments pour les pathogénes, ’exemple le plus emblématique étant la
séquestration du fer. Ainsi, de la méme manicre que les cellules hotes se sont adaptées pour
limiter ’acces des pathogénes aux nutriments, les bactéries ont développé des stratégies pour
exploiter les nutriments disponibles de 1’hote afin de se multiplier. Le concept de « virulence

nutritionnelle » se base sur des mécanismes de virulence ciblant particulierement les
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nutriments, ainsi que les voies de biosynthése ou de dégradation eucaryotes, dans le but de
suppléer a une limitation en nutriment de la cellule hote. Cette virulence nutritionnelle permet
non seulement la croissance des bactéries dans 1’hote mais aussi la colonisation de nouveaux

sites d’infection (voir figure 20).

Figure 20 : L’acquisition d’un facteur de virulence associée a une adaptation métabolique

permet I’envahissement d’une nouvelle niche. Librement inspiré de (Rohmer et al., 2011)
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1.1 L’acquisition de nouvelles voies métaboliques : le premiers pas vers la
colonisation

De nombreuses observations démontrent que pour envahir une nouvelle niche de I’hdte, un
pathogene doit acquérir de nouveaux facteurs de virulence (Schmidt and Hensel, 2004). Afin
de survivre dans ce nouvel environnement, la bactérie doit posséder la machinerie
métabolique nécessaire a I’exploitation des nutriments présents dans cette niche. Dans ce cas,
on peut observer des genes impliqués directement ou indirectement dans la nutrition
uniquement chez les souches pathogénes d’'une méme espéce. Ces geénes de métabolisme sont
localisés dans des régions du génome acquis durant 1’évolution de la bactérie et que 1’on

nomme ilot de pathogénicité.
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L’acquisition de génes de virulence nutritionnelle se fait, a la fois par des transferts
horizontaux d’ilots de pathogénicité et via des ¢éléments génomiques mobiles (Rohmer et al.,
2011), de fagon similaire aux autres geénes de virulence dit « classique ». Ces génes de
virulence nutritionnelle codent soit pour un processus métabolique spécifique, soit pour un
effecteur bactérien, qui sera injecté dans la cellule hote, afin de manipuler les besoins en
nutriments de la cellule ou les enzymes de dégradation des macromolécules (Alkhuder et al.,
2009; Niu et al., 2012; Price et al., 2011). Dans les parties suivantes, nous expliciterons le rdle

de I’acquisition de génes de nutrition dans la virulence de quelques bactéries pathogénes.

1.1.1 Utilisation du tétrathionate par Salmonella typhimurium

Des ¢tudes récentes ont permis de mettre en évidence un avantage de croissance dans la
lumiére de I’intestin humain, pour des souches de Salmonella enterica subsp. enterica
sérotype Typhimurium, ayant acquis, par un ilot de pathogénicité, la capacité de respirer le
tetrathionate (Winter et al., 2010). En effet, les bactéries colonisant la lumiére de 1’intestin
humain produisent de grandes quantités d’H,S, trés toxiques pour la muqueuse intestinale.
Pour se protéger, la muqueuse est en mesure de convertir I’'H,S en un composé moins toxique,
le thiosulfate (S,0;™) (Winter et al., 2010).

L’infection a S. typhimurium est caractérisée par une forte inflammation, induite par les
facteurs de virulence de Salmonella, encodés par les ilots de pathogénicité SPI 1 et 2. Cette
inflammation résulte de la production par la bactérie de grandes quantités de radicaux azotés
et de réactifs oxygénés dans la lumiére intestinale. La production de radicaux azotés libres a
été¢ acquise par certaines souches de Salmonella via un phage lysogénique encodant le
translocateur SopE (Lopez et al., 2012).

En présence de ces radicaux libres, les thiosulfates sont oxydés en tétrathionates, toxiques
pour les coliformes (Winter et al., 2010). Contrairement aux autres coliformes, Sa/monella est
en mesure d’utiliser le tétrathionate pour exploiter 1’éthanolamine ou le 1,2-propanediol
comme une source de carbone en anaérobie (Price-Carter et al., 2001)(voir figure 21). Ce
métabolisme confére donc a cette sous-espece un double avantage métabolique, lui permettant
ainsi d’envahir efficacement I’intestin de son hote (Lawley et al., 2008; Stecher et al., 2007)
(voir figure 21).

La respiration du tetrathionate, réalisée grace au cluster de géne #trABCRS localisé dans le

SPI2, est essentiel pour la virulence de Salmonella (Hensel, 2000). Ce locus code les sous-
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unités de la tétrathionate réductase anaérobie (ttrABC) et un systéme a deux composants
(ztrRS) assurant la régulation des genes ##r.

Le locus #tr semble particuliérement important lorsque la réponse inflammatoire de 1’hote
est mise en place, a la suite de I’activation de SPI1. Une hypothése a donc été posée quant a la
sélection des souches de S. typhimurium ayant acquis ce cluster de géne chez 1’héte. De fagcon
notable, le SPI2 de Salmonella contient a la fois des genes de virulence dit « classique » et des
geénes de virulence nutritionnelle. Ce SPI2 est donc un bel exemple des liens indissociables

entre virulence et nutrition.

1.1.2 Utilisation de P’acide sialique par Vibrio cholerae

L’infection par Vibrio cholerae met bien en avant le lien entre nutrition et virulence. En
effet, I’tlot de pathogénicité de Vibrio (VPI2), exclusivement retrouvé chez les especes
colonisant I’intestin, code a la fois pour des protéines impliquées dans la virulence
bactérienne classique et nutritionnelle. En effet, VPI2 encode une neuraminidase (nan-nag
cluster) qui est en mesure de convertir un polysialoganglioside de membrane eucaryote en
GM1 monoganglioside. Le monoganglioside ainsi formé est capable de fixer la toxine
cholérique et de provoquer la pathologie (voir figure 21). Cette conversion, nécessaire a la
pathogénicité de V. cholerae, entraine la libération d’acide sialique par le récepteur
membranaire GM1 (Galen et al., 1992; Jermyn and Boyd, 2002). C’est cette libération d’acide
sialique qui va permettre d’apporter une source d’énergie a la bactérie. En effet, la VPI2 code
aussi pour tous les geénes impliqués dans la capture (nanH), le transport (dctPQOM) et le
catabolisme (nand, nanE, nanK et nagA) de 1’acide sialique. Cet aspect de la virulence est
particulierement important pour Vibrio car 1’inactivation de cette voie de catabolisme conduit
a une réduction de la capacité de la bactérie a coloniser I’intestin de la souris (Almagro-
Moreno and Boyd, 2009)(voir figure 21).

Il est intéressant de noter que le locus nan, permettant d’utiliser I’acide sialique comme
source de carbone, est exclusivement retrouvé chez les espéces bactériennes et principalement
chez les pathogeénes des mammiferes (E. coli, Shigella spp., S. enterica, S. aureus,
Clostridium spp.) (Rohmer et al., 2011). Chez ces especes, le cluster nan semble montrer des

signes de transferts horizontaux (Almagro-Moreno and Boyd, 2009).

87



Figure 21: Liens entre nutrition et virulence chez Salmonella typhimurium et Vibrio

cholerea. D’aprés (Rohmer et al., 2011)
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1.1.3 Helicobacter pylori, activité uréase et transport du nickel

H. pylori est I’'une des seules bactéries capable de se développer dans I’estomac de
I’Homme. Cette bactérie est capable de le coloniser, de déclencher des gastrites, des ulcéres et
dans certains cas des cancers gastriques (Brown, 2000; Cover and Blaser, 2009). Pour ces
bactéries, I’'urée sécrétée dans le liquide gastrique, est un nutriment important. Ainsi, ['uréase
est un facteur de colonisation de I’estomac pour H. pylori. Une bactérie dans laquelle
I’activité de 1’'uréase est abolie ne peut se développer dans 1’estomac. En effet, I’ammonium,
généré par la dégradation de 1’urée, neutralise localement 1’acidité gastrique, formant ainsi un
micro-environnement favorable a la bactérie (Follmer, 2010). Pour avoir lieu, I’activité uréase
nécessite la présence de nickel. Chez Helicobacter, la capture du nickel est assurée par le
transporteur NixA, qui contribue ainsi a la virulence de la bactérie (Bauerfeind et al., 1996;
Kusters et al., 2006; Nolan, 2002). Des études bio-informatiques ont révélé que ce
transporteur était uniquement présent chez les sous-especes colonisant I’estomac (H. pylori,
H. felis et H. mustelae), mais pas dans les génomes des autres sous-espéces (H. hepaticus, H.

bilis). De plus, un transporteur de nickel homologue a NixA a été retrouvé chez des souches
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de S. aureus responsables d’infections du tractus urinaire, ou une activité uréase est aussi

nécessaire a la virulence (Hiron et al., 2010).

1.2 Adaptation a I’environnement nutritionnel de I’hote

Le cycle de vie d’un pathogéne I’améne a croitre dans différentes niches, possédant des
disponibilités en nutriments variables. Les bactéries sont donc contraintes a une certaine
versatilit¢é métabolique. Par conséquent, les machineries métaboliques nécessaires a la
multiplication bactérienne ne sont pas les mémes selon les voies d’inoculation. Par exemple,
pour F. tularensis, la voie de synthése de tryptophane est nécessaire pour la mise en place
d’une infection apres inoculation intranasale, mais ne 1’est pas dans le cas d’une inoculation
intradermique (Peng and Monack, 2010). De méme chez B. anthracis, la voie de biosynthése
des purines est requise lors d’une inoculation intrapéritonéale chez la souris mais pas pour une
inoculation intranasale (Jenkins et al., 2011). Ainsi, chez les bactéries pathogenes, certains
génes du métabolisme seront conservés méme si ceux-ci ne sont pas nécessaires a la
croissance dans une niche favorable. Ces génes ne seront utilisés par la bactérie que dans le
cadre de la virulence nutritionnelle et dans le but d’utiliser les nutriments présents une niche
de I’hote.

Je présenterai dans cette partie, quelques exemples d’adaptation nutritionnelle par
subversion des processus métaboliques de 1’hote, par réduction de la taille du génome ou par

synchronisation des besoins nutritionnels de I’hote et de la bactérie.

1.2.1 La subversion de la voie de dégradation des protéines

La dégradation des macromolécules de I’hdte par des enzymes sécrétées spécifiques est
une stratégie directe et efficace de nutrition des pathogenes. Cependant, certaines bactéries
intracellulaires utilisent une autre méthode pour s’assurer un accés aux nutriments, et
notamment aux acides aminés : les mécanismes de dégradation de I’héte.

Le lysosome, par exemple, qui est le principal compartiment cellulaire de dégradation, se
trouve étre la source d’acides aminés obligatoires lors des infections par Coxiella et
Chlamydia (Ouellette et al., 2011). Des études récentes mettent en lumiére une nouvelle

approche de la nutrition intracellulaire des bactéries, utilisant les voies de dégradations
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eucaryotes, tels le protéasome et I’autophagie, comme une source d’acides aminés, de carbone

et d’énergie (Niu et al., 2012; Price et al., 2011).

a. Legionella et la dégradation protéosomale

Le protéasome, présent dans tous les organismes eucaryotes, fait partie de la machinerie de
dégradation des protéines. Il permet le recyclage de protéines anormales ou a la conformation
aberrante, auparavant marquées, notamment via ubiquitinylation. Legionella pneumophila est
un micro-organisme a multiplication intracellulaire facultative, issu de I’environnement, qui
prolifére notamment au niveau des amibes (Al-Quadan et al., 2012). Cette bactérie peut
accidentellement contaminer [’humain, par la voie d’aérosols, ou elle provoque une
pneumonie atypique. La croissance de Legionella dans les macrophages se fait, apres
¢chappement du phagosome, dans des « Vacuoles Contenant le Pathogeéne » ou PCV (Al-
Quadan et al., 2012). La principale source d’énergie de L. pneumophila est le métabolisme
des acides aminés par le TCA (cycle des acides tri-carboxyliques). En effet, cette bactérie ne
possede pas les enzymes nécessaires a la réalisation de la voie de la glycolyse. Le nutriment
préférentiel de Legionella est la cystéine. Une grande quantité extérieure de cet acide aminé
est donc nécessaire a sa croissance. La cystéine, apres sa conversion en pyruvate, est en effet
métabolisée dans le TCA. Dans la cellule, afin d’obtenir de la cystéine, L. pneumophila
injecte dans le cytosol, un effecteur protéique semblable aux eucaryotes, appelé F-Box. Cette
F-Box, ou Ankyrin B (AnkB) est lipidée par la machinerie cellulaire de farnesylation afin
d’étre ancrée dans la double membrane phospholipidique du PCV (Al-Quadan et al., 2012).
L’ancrage de AnkB a la membrane de PCV provoque un assemblage local de protéines poly-
ubiquitinylées au niveau de leur Lysine® (Price et al., 2011). L’ubiquitinylation des protéines
a pour rdle leur adressage au protéasome et leur destruction. Cela entraine donc, au niveau de
la membrane du PCV, un niveau ¢élevé d’acides aminés pouvant étre importés (Al-Quadan et
al., 2012). La suppression de la F-Box ou I’interférence avec la machinerie d’ubiquitinylation
rend la bactérie incapable de se multiplier dans les macrophages. A [D’inverse, une
supplémentation du milieu par un mix d’acides aminés ou par de la cystéine permet de
complémenter totalement ce défaut (Price et al., 2011). De fagon remarquable, 1’adjonction de
pyruvate ou de citrate, deux intermédiaires du TCA, est aussi en mesure de rétablir la
croissance intracellulaire d’un mutant dans le géne ankB (Price et al., 2011).

L’hypothese actuelle, quant a I’acquisition du géne ankB par Legionella, est un transfert

horizontal venant de I’amibe, hote environnemental de la bactérie (Al-Quadan et al., 2012).
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b. Anaplasma et I’autophagie

L’autophagie est un processus cellulaire possédant un double rdle. Elle assure a la fois le
recyclage des éléments cellulaires endommagés et une défense immunitaire innée contre les
pathogenes intracellulaires. Ainsi, de nombreux pathogenes ont évolué pour éviter cette voie
de dégradation par la cellule héte (Kuballa et al., 2012). A I’inverse, d’autres pathogenes,
comme Anaplasma, Coxiella, Rickettsia, Helicobacter, Porphyromonas, Legionella et
Brucella, provoquent I’autophagie (Gutierrez and Colombo, 2005; Kuballa et al., 2012; Starr
et al., 2012). De récentes études ont ainsi permis de mettre en évidence une augmentation
provoquée de 1’autophagie lors de I’infection intracellulaire par Anaplasma, dans le but
d’obtenir les acides aminés nécessaires a sa croissance (Niu et al., 2012).

Anaplasma phagocytophilum, qui fait partie de ’ordre des Rickettsiales, est un parasite
obligatoire des granulocytes et des cellules endothéliales de différents mammiferes (Niu et al.,
2008). Chez I’'Homme, [’anaplasmose (encore appelée ehrlichiose) est généralement
provoquée par une piqlire de tique et provoque une maladie fébrile aigu€ pouvant
potentiellement étre fatale (Niu et al., 2008). Dans la cellule, la bactérie se multiplie dans des
PCV, des vésicules ressemblant a des autophagosomes, mais ne fusionnant pas avec des
lysosomes (Niu et al., 2008). Il est intéressant de noter qu’une inhibition de 1’autophagie, par
le PI3K de classe III, empéche la prolifération de A. phagocytophilum, quand une induction de
I’autophagie I’augmente notablement (Niu et al., 2008).

Le processus utilisé par 4. phagocytophilum pour augmenter ’autophagie a ét¢ mis en
évidence en 2012. L’effecteur bactérien Ats-1 (substrat de secretion-translocation de type IV -
1) est capable de capter Beclin-1, une sous-unité du PI3K de classe III, et Atgl4L, qui
deviennent localisés au niveau du PCV (Niu et al., 2012). La surexpression d’Ats-1 entraine le
ciblage des PCV et favorise ’infection. A I’inverse, la neutralisation cytosolique, d’Ats-1 via
des anticorps spécifiques, ou de Beclin 1 via des siARN suppriment la croissance
intracellulaire de la bactérie (Niu et al., 2012). Plus précisément, des souris hétérozygotes
pour le géne codant Beclin 1 seront résistantes a une infection a 4. phagocytophilum (Niu et
al., 2012). Ces résultats suggerent une dépendance de ’infection au niveau d’expression de
Beclin 1, exprimée par les cellules. De fagon intéressante, I’arrét de la croissance
intracellulaire, dans les cellules pour lesquelles 1’autophagie est inhibée, peut étre inversé par
une supplémentation en exceés d’acides aminés essentiels (Niu et al., 2012). Ces résultats
soutiennent 1’hypothése d’une base nutritionnelle a la subversion de I’autophagie par A.
phagocytophilum. 11 est important de noter que des protéases associées a la membrane de A.

phagocytophilum sont nécessaires a la dégradation des protéines apportées dans le PCV par
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I’autophagie. Ces observations accréditent 1’hypothése d’un role de 1’autophagie comme
source de nutriments pour les bactéries (Niu et al., 2012). Ainsi 4. phagocytophilum
utiliserait I’autophagie comme un moyen de pomper des protéines de 1’hote afin qu’elles

soient dégradées par ses propres enzymes et puissent servir de source d’énergie.

Les deux exemples, L. pneumophila et A. phagocytophilum, mettent bien en évidence un
lien direct entre la nutrition bactérienne in vivo et la virulence, médiée par des facteurs de

virulence dédiés a la subversion des mécanismes de dégradation des protéines de 1’hote.

1.2.2 La réduction du génome : un mécanisme d’adaptation des pathogénes

Lorsqu’un pathogeéne évolue pour coloniser de fagon prolongée une nouvelle niche offrant
de meilleures sources nutritionnelles, des voies métaboliques, inutiles ou éventuellement
déléteres, peuvent étre perdues. Cette hypotheése a été retenue suite a 1’observation de
réduction de génome chez des souches s’étant spécialisées pour une niche donnée. Ces
observations sont particuli¢rement nombreuses chez les bactéries intracellulaires, dont le
génome posséde de nombreux pseudogenes, probablement en raison d’une abondance de
nutriments a I’intérieur des cellules eucaryotes, rendant certaines voies métaboliques inutiles.
C’est le cas dans le genre Salmonella ou 1’on peut noter entre Salmonella typhimurium,
pathogéne gastro-intestinal et S. typhi, pathogeéne systémique, une disparition de la voie de
respiration du tetrathionate. Cette disparition, peut s’expliquer par I’avantage sélectif que cette
voie métabolique apporte pour les pathogénes intestinaux, qui n’est pas retrouvé dans le cadre
d’une infection systémique (Holt et al., 2009; McClelland et al., 2001; Thomson et al., 2008).

Une autre hypotheése avance que la perte de fonctions métaboliques non essentielles,
pourrait contribuer a la virulence bactérienne, en utilisant moins les voies métaboliques. De
plus, des expériences de complémentation de pseudogenes (métaboliques ou non) ont mis en
¢vidence qu’une perte de fonction pouvait augmenter la virulence. L’un des exemples le plus
marquant est Salmonella. En effet, S. typhi se différencie du pathogéne de I’intestin S.
typhimurium par la présence de pseudogeénes dans 1’il6t de pathogénicité SPI3 (Salmonella
Pathogenicity Island 3). La complémentation de S. typhi par les génes du SPI3 de S.
typhimurium conduit a une réduction dramatique de 1’invasion des monocytes (Retamal et al.,
2010). Des résultats comparables sont observables chez Shigella spp. En effet Shigella, trés

proche de E. coli, se différencie par la perte de son activité lysine decarboxylase (LDC). La
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complémentation d’une souche de Shigella par le géne codant pour la LDC entraine une
atténuation de la virulence de celle-ci. En effet, I’activité de 1’entérotoxine de Shigella est
inhibée par la cadavérine, générée par décarboxylation enzymatique de la lysine (Maurelli et
al., 1998). Shigella et E. coli entro-invasifs, issus d’un ancétre commun, ont acquis la capacité
a envahir les cellules épithéliales. Le génome de ces espéces a connu, lors de son évolution,
une réduction et notamment la perte de plusieurs voies métaboliques. Chez E. coli entero-
invasif, on peut notamment noter la perte de la voie de dégradation du proprionate (Touchon
et al., 2009). Cette voie métabolique permet de produire du 2-méthylcitrate, qui bloque
I’activité néoglucogénique de la fructose-1,6-biphosphate. Elle contribue a la virulence de
nombreux pathogénes (Alteri et al., 2009; Naderer et al., 2006; Rocco and Escalante-
Semerena, 2010) et pourrait avoir été¢ sélectionnée car non essentielle et, potentiellement
délétere durant la croissance intracellulaire.

Lors des infections chroniques, les pathogeénes sont souvent sujets a des réductions de
génome. L’un des exemples le plus démonstratif se retrouve lors de I’infection des voies
respiratoires par P. aeruginosa dans le cadre de la mucoviscidose. Cette maladie d’origine
génétique entralne une accumulation de mucus dans les poumons et une colonisation des
voies respiratoires par de nombreux pathogénes opportunistes (Govan and Deretic, 1996).
L’infection des poumons de malade par P. aeruginosa est un signe de capacité respiratoire
faible (Langton Hewer and Smyth, 2009; Romling et al., 1994). Il est connu, depuis 2006, que
les souches de P. aeruginosa, isolées des infections pulmonaires chroniques, ont subi des
pertes de voies métaboliques (Smith et al., 2006). Ces pertes semblent liées au panel de
nutriments beaucoup plus large dans les voies respiratoires (acides aminés, nitrates,...) que
dans le sol ou I’eau, I’habitat naturel de P. aeruginosa (Barth and Pitt, 1996; Grasemann et al.,
1998; Ohman and Chakrabarty, 1982; Palmer et al., 2007; Smith et al., 2006). L’expression
des facteurs de virulence de P. aeruginosa, indispensable a la colonisation initiale chez la
souris, est régulée par la densité cellulaire (Quorum sensing). Cependant, la croissance de la
bactérie dans I’environnement riche qu’est le mucus respiratoire entraine la perte du géne
lasR, encodant le régulateur transcriptionnel du Quorum Sensing (Williams and Camara,
2009). En effet, les bactéries ayant perdu le géne /asR possédent un avantage sélectif en
milieu riche en acides aminés, par augmentation de 1’expression du régulateur des voies du
catabolisme cbrB. Elles utilisent aussi plus de nitrates que les bactéries possédant /asR
(D’Argenio et al., 2007; Hoffman et al., 2010). Par la perte de lasR, sont sélectionnées dans
les voies respiratoires, des bactéries moins virulentes et plus adaptées aux nutriments

disponibles et donc plus a méme d’entrainer une infection chronique.
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Dans le cas de 1’adaptation a une nouvelle niche, la bactérie est donc face a une balance
entre préservation et nutrition. Quand le pathogene se trouve dans un environnement ou les
capacités nutritionnelles apportent plus de bénéfices que la virulence, les mutations auront

tendance a réguler négativement la virulence et a favoriser la nutrition.

1.2.3 La synchronisation des auxotrophies hote/pathogéne : un rhéostat de la
multiplication intracellulaire

On observe chez plusieurs pathogénes intracellulaires, une évolution vers la
synchronisation des auxotrophies avec ceux de leurs hotes.

Les cellules humaines sont auxotrophes pour la phénylalanine, la valine, la thréonine,
I’histidine et la cystéine (Young, 1994). Des études récentes ont mis en évidence que la mort
cellulaire eucaryote, concomitante a une inhibition prolongée de la dégradation des protéines
par le protéasome, était due a une déplétion en acides aminés essentiels a la synthése des
protéines, et que celle-ci pouvait étre abolie par une supplémentation du milieu en cystéine ou
avec un pool d’acides aminés essentiels (Suraweera et al., 2012).

De nombreux pathogenes intracellulaires utilisent les acides aminés de 1’hote comme une
source de carbone et d’énergie. Cependant, les pools d’acides aminés présents de fagon basale
dans la cellule ne sont, le plus souvent, pas suffisants pour la multiplication intracellulaire des
bactéries. L hypothese proposée a la synchronisation des auxotrophies hote/pathogeéne, est un
role de rhéostat de la multiplication intracellulaire, permettant a la bactérie de se multiplier
uniquement dans un environnement métabolique favorable.

L. pneumophila est un bon exemple de synchronisation des auxotrophies en acides aminés.
Cette bactérie est un hote de I’environnement ou elle est retrouvée sous la forme de biofilm,
ou de maniére intracellulaire dans des amibes (Price et al., 2014). Legionella est auxotrophe
pour sept acides aminés : 1’arginine, la cystéine, I’isoleucine, la leucine, la méthionine, la
thréonine et la valine (Price et al., 2014). De fagon étonnante, Acanthamoeba, I’hote principal
de Legionella dans I’environnement, est auxotrophe pour I’arginine, I’isoleucine, la leucine, la
méthionine et la valine (Ingalls and Brent, 1983). Il existe donc clairement un recouvrement
entre les auxotrophies de ces deux organismes. Un autre hote de Legionella, Dictyostelium
discoideum, nécessitant 1’apport de onze acides aminés, n’est lui pas auxotrophe pour la
cystéine, mais son absence entraine une forte diminution de sa croissance en milieu

synthétique (Franke and Kessin, 1977).
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Quand la disponibilité en nutriments est élevée, les amibes sont métaboliquement actives
et se répliquent sous la forme trophozoite. Quand I’environnement devient déplété en
nutriments, notamment en acides aminés, ou face a un stress ou a des toxines bactériennes,
les trophozoites se différencient en kystes, la forme de résistance de 1’amibe (Fouque et al.,
2012). Ces kystes on la capacité de repasser a la forme trophozoite quand I’environnement
redevient favorable a sa croissance (Fouque et al., 2012). Dans I’environnement, quand les
nutriments deviennent limitants, 1’amibe infectée par L. pneumophila s’enkyste, formant ainsi
une protection pour la bactérie intracellulaire. En effet, lors de 1’enkystement, la synthése des
protéines est arrétée et la dégradation des protéines ubiquitinilées par le protéasome est
inhibée. La bactérie n’est donc plus en mesure de capter les nutriments nécessaires a sa
croissance. La prolifération est donc stoppée et la bactérie induit un programme de survie en
manque de nutriments a D’intérieur des kystes d’amibes. Les kystes d’amibes sont donc
artificiellement résistants a 1’invasion par Legionella, car il serait délétére pour la bactérie de
se multiplier dans ce milieu peu riche en nutriment qu’est le kyste et d’étre libéré dans un
environnement extérieur peu propice a sa croissance. Lorsque le milieu redevient riche, la
reprise des activités protéiques de I’amibe permet a nouveau a la bactérie d’utiliser la voie de
dégradation du protéasome pour produire les acides aminés nécessaires a sa multiplication
(Price et al., 2014).

Cette synchronisation des auxotrophies entre L. pneumophila et son hote facilite donc, par
ce role de rhéostat de la multiplication, la persistance de la bactérie dans I’environnement, et

notamment lorsque celui-ci est peu riche en nutriments.

2. Nutrition et virulence chez Francisella tularensis

F. tularensis, une bactérie capable de survivre dans différents environnements naturels et
potentiellement pathogeéne pour les mammiferes, est amenée a croitre dans des conditions
nutritionnelles variées et a utiliser une grande variété de sources de carbone, d’azote, de
phosphore ou de souffre. Récemment, des expériences de criblage de banques de mutants ont
permis de mettre en évidence I’importance de la nutrition dans la pathogénicité de
Francisella.

Dans cette partie, nous traiterons dans un premier temps du métabolisme de la bactérie et

dans un second temps de I’importance des systémes de transport de celle-ci dans la virulence.
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2.1 Meétabolisme et virulence de Francisella tularensis

Les voies de I’anabolisme et du catabolisme nécessitent des réactions en cascade, réalisées
par des enzymes dédiées, dont I’activité peut étre influencée par les changements
environnementaux. En effet, pour survivre et croitre, une bactérie doit adapter son
métabolisme aux changements physiques et nutritionnels de son environnement.

Les bactéries pathogeénes utilisent I’organisme hdote comme un systétme de nutrition
comprenant plusieurs environnements nutritionnels. Ce sont donc les capacités métaboliques
de I’hdte qui vont déterminer les sources d’énergies utilisables dans les différentes niches de
multiplication de Francisella. Dans ce cas, les voies métaboliques possedent donc un réle

primordial dans la multiplication et donc la virulence de la bactérie.

2.1.1 Voies prédites et milieu minimum

L’analyse de banques de mutants, via des cribles réalisés in vivo ou in vitro, a permis de
mettre en évidence plus de 200 geénes potentiellement impliqués dans la virulence (Asare and
Kwaik, 2010; Asare et al., 2010; Lai et al., 2010; Meibom and Charbit, 2010; Moule et al.,
2010; Peng and Monack, 2010). Une importante proportion de ces genes est impliquée dans le
métabolisme ou la nutrition. Cependant, la contribution spécifique de la plupart de ces génes
n’est pas encore déterminée.

Nous considérons ici que la présence ou 1’absence d’une voie biosynthétique détermine
I’auxotrophie ou la prototrophie pour un nutriment. Par définition, dans un milieu synthétique
ou minimum, une bactérie prototrophe est en mesure de produire tous les composants
nécessaires a sa croissance a partir d’une source de carbone. Si I’un ou plusieurs geénes de ses
voies métaboliques est interrompu ou manquant, une supplémentation du milieu de culture par
le substrat correspondant est requise. La bactérie sera donc dite auxotrophe pour ce substrat.

Pour une bactérie intracellulaire ayant une voie de biosynthése interrompue, deux cas de
figure sont possibles lors de I’infection. Soit la bactérie se multiplie dans la cellule de fagon
identique a la souche sauvage ; dans ce cas, on considére que le milieu intracellulaire poss¢de
le substrat en concentration suffisante pour la croissance de la souche mutante. Soit le mutant

a besoin d’une supplémentation du milieu de culture pour croitre ; dans ce cas on considére
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que le milieu intracellulaire ne possede pas, ou en concentration insuffisante, le substrat
donné.

Un milieu synthétique, contenant 13 acides aminés, et permettant la croissance de F.
tularensis, a été mis au point deés 1955 (Traub et al., 1955). Par la suite, I’optimisation des
concentrations des différents nutriments le composant a permis de définir le milieu minimum
couramment utilis¢, appelé¢ milieu Chamberlain ou CDM (Chamberlain, 1965). A 1’exception
de la cystéine pour les souches SCHU S4 et LVS (Larsson et al., 2005), la nécessité absolue
des 13 acides aminés contenus dans ce milieu n’a pas été confirmée expérimentalement. A
I’inverse, des voies de biosynthése fonctionnelles ont été mises en évidence pour les 7 acides
aminés non essentiels a la croissance de F. tularensis (alanine, asparagine, glutamate, glycine,
glutamine, phénylalanine et tryptophane) (Meibom and Charbit, 2010). Cependant,
I’auxotrophie de 8 des 13 acides aminés essentiels est explicable par I’étude du génome de F.
tularensis. En effet, les voies de biosynthése pour I’arginine, I’histidine, la lysine, la tyrosine,
la méthionine, la thréonine, la valine et I’isoleucine sont incomplétes ou absentes du génome
de la souche SCHU S4. En ce qui concerne ’isoleucine, la valine et la thréonine, la présence
de pseudogeénes au niveau d’enzymes clef de leurs voies de biosynthése rend leur apport
essentiel a la croissance de F. tularensis (Meibom and Charbit, 2010).

Dans les acides aminés nécessaires a la croissance optimale de F. fularensis en milieu
synthétique, on distingue deux groupes: les acides aminés strictement requis pour la
croissance, appelés «acides aminés essentiels»; et les acides aminés augmentant
notablement la croissance de F. tularensis, appelés « acides aminés utiles non essentiels ».

Les auxotrophies, observées chez les sous-espéces tularensis et holarctica, ne sont pas
toujours transposables a la sous-espéce novicida, qui possede des différences nutritionnelles,

notamment au niveau du métabolisme de la thréonine et de la valine (Voir tableau 7).
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Tableau 7 : Tableau des caractéres Essentiels, Utiles non essentiels ou Inutiles des acides

aminés pour la croissance en milieu synthétique des souches LVS ou U112

Acide aminé F. tularensis LVS F. novicida U112
Arginine Essentiel Essentiel
Histidine Essentiel Essentiel

Lysine Essentiel Essentiel
Methionine Essentiel Essentiel
Tyrosine Essentiel Essentiel
Cystéine Essentiel Essentiel
Isoleucine Utile non essentiel Utile non essentiel
Sérine Utile non essentiel Utile non essentiel
Aspartate Utile non essentiel Utile non essentiel
Leucine Utile non essentiel Utile non essentiel
Proline Utile non essentiel Utile non essentiel
Thréonine Utile non essentiel Non essentiel
Valine Utile non essentiel Non essentiel
Alanine Non essentiel Non essentiel
Asparagine Non essentiel Non essentiel
Glutamine Non essentiel Non essentiel
Glutamate Non essentiel Non essentiel
Glycine Non essentiel Non essentiel
Phénylalanine Non essentiel Non essentiel
Tryptophane Non essentiel Non essentiel

2.1.2 Métabolisme du carbone et virulence

Les acides aminés sont la source préférentielle de carbone de Francisella (Steele et al.,
2013). Le métabolisme du carbone permet a la bactérie de produire de 1’énergie et des
précurseurs réactionnels essentiels tels le glucose-6-phosphate, le fructose-6-phosphate, le 3-
phosphoglucérate, le phosphoénolpyruvate (PEP) ou I’acétyl-CoA.

La source principale de carbone et d’énergie des bactéries vient des hexoses comme le
glucose. Pour cela, plusieurs voies de catabolisme peuvent étre utilisées par la bactérie : la
glycolyse, le cycle du citrate (TCA), la voie des pentose-phosphates et la voie Entner-
Doudoroff. Chacune de ces voies peut étre la voie exclusive ou préférée de production

d’énergie d’une bactérie. Nous nous intéressons ici plus particulierement a I’implication de la
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glycolyse, du TCA et de la voie des pentoses-phosphates dans la virulence de F. tularensis.
Sont indiquées dans le tableau ci-dessous les différents génes codant pour les enzymes de ces
voies métaboliques, ainsi que leur role dans ces voies et leur identification ou non dans des

cribles de virulence (voir tableau 8).

Tableau 8 : Voies de métabolisme du carbone et virulence : Les génes soulignés ont été
identifiés dans des cribles, les génes en bleu n’ont pas été identifiés dans des cribles. Les

genes en rouges ont été identifiés comme étant essentiels a la croissance de F. tularensis.

Glycolyse
FTT_1295c |glk1 Glucose kinase
FTT 0414 |pgm phosphoglucomutase (Weiss, 2002)
FTT_1315c |pgi Glucose-6-phosphate isomérase

(Kadzhaev et al., 2009; Kraemer
et al., 2009; Maier et al., 2007;

FTT_1631 |glpX Fructose-1,6-biphosphatase
Peng and Monack, 2010; Su et

al., 2007; Weiss, 2002)

FTT_1365c |fbaB Fructose-biphosphate aldolase (Asare et al., 2010)

Glyceraldehyde 3-phosphate
FTT_1268c |gapA
déshydrogénase

FTT_1367c | pgk Phosphoglycerate kinase

FTT_1329 |gpml 2,3-biphosphoglycerate mutase

FTT_0709 |eno Enolase

FTT_0449 |pckA Phosphoenolpyruvate carboxylase | (Asare et al., 2010)

FTT_1366¢c |pyk Pyruvate kinase

FTT_0067 |gltA Citrate synthase

FTT_0083 |acnA Aconitate hydratase

FTT_1456 |idh Isocitrate déshydrogénase

FTT_0072 |sucA 2-oxoglutarate déshydrogénase (Weiss, 2002)
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(Llewellyn et al., 2011; Weiss et

FTT_0073 |sucB 2-oxoglutarate déshydrogénase

al., 2007)

(Asare et al., 2010; Weiss,
FTT_0469 |sucD Succinyl-CoA synthétase

2002)

(Asare et al., 2010; Weiss,
FTT_0470 |sucC Succinyl-CoA synthétase

2002)
FTT_0068 |sdhA Succinate déshydrogénase
FTT_0069 |sdhB Succinate déshydrogénase
FTT_0070 |sdhC Succinate déshydrogénase (Pechous et al., 2009)
FTT_0071 |sdhD Succinate déshydrogénase
FTT_0265 |fumA | Fumarate hydratase (Pechous et al., 2009)
FTT_1523 |fumC | Fumarate hydratase
FTT_0498 |mdh Malate deshydrogénase

Voie des penphoses phosphates

(Asare and Kwaik, 2010;
FTT_1369c |tktA Transketolase

Tempel et al., 2006)
FTT_0789 |rpe Ribulose-phosphate 3-épimérase
FTT_1208 |rpiA Ribose-5-phosphate isomérase
FTT_1365c |fbaB Fructose biphosphate aldolase (Asare et al., 2010)
FTT_0114 |deoC Déoxyribose-phosphate aldolase

(Horzempa et al., 2008;
FTT 0113 |deoB Phosphopentomutase Llewellyn et al., 2011; Weiss,

2002)

La glycolyse est une voie du catabolisme qui permet en 10 étapes successives de

transformer du glucose en pyruvate, tout en produisant deux ATP. Quatres enzymes de la voie

de la glycolyse ont été mises en évidence comme possédant un role dans la virulence de F.

tularensis : GlpX, Pgm, FbaB et PckA (voir tableau 8).

Le cycle de Krebs (ou cycle du citrate ou encore « TCA cycle » pour tricarboxylic acid

cycle) est une suite de réactions biochimiques permettant, via des intermédiaires

métaboliques, de produire de I’ATP. Par la transformation du PEP en oxaloacétate, il prend la
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suite de la glycolyse. Six enzymes du cycle de Krebs ont été identifiées dans différents cribles
comme pouvant posséder un role dans la virulence de Francisella : FumA, SdhC, SucA,
SucB, SucC et SucD (voir tableau 8). Le cycle de Krebs, et particulicrement les étapes
permettant le passage du malate a 1’oxoglutarate, semble donc important pour la virulence des

différentes sous-especes de F. tularensis.

La voie des pentoses phosphates est une voie particuliérement importante du
métabolisme du carbone. Elle débute au niveau du glucose-6-phosphate et permet la
production de NADPH-H" utilisé dans de nombreuses autres réactions, de ribose-5-phosphate
nécessaire a la synthése des nucléotides et d’érythrose-4-phosphate, un précurseur des acides
aminés aromatiques. Trois étapes de cette voie ont été particulicrement mises en évidence
comme importantes dans la virulence de Francisella: la transformation du fructose-6-
phosphate en xylose-5-phosphate, qui est assurée par la transketolase codée par le géne tkt4 ;
la transformation du desoxyribose-5-phosphate en desoxyribose-1-phosphate, catalysée par la
phosphopentomutase codée par le géne deoB ; la transformation du fructose-1-6-biphosphate

en glyceraldéhyde-3-phosphate, catalysée par FbaB (voir tableau 8).

2.1.3 Voies de biosynthése des acides aminés aromatiques et virulence

La voie du shikimate est utilisée par la bactérie afin de produire du chorismate, un
précurseur biologique nécessaire a la syntheése des acides aminés aromatiques, du folate, des
ubiquinones, des ménaquinones et des sidérophores. Cette voie est donc un carrefour
métabolique. L importance de celle-ci pour la virulence a été mise en évidence la premiére
fois chez Salmonella. Par la mutation de différents génes de cette voie métabolique, des
souches atténuées utilisables pour I’immunisation de différentes espéces animales avaient été
obtenues (Chatfield et al., 1994, 1995). L’atténuation de la virulence obtenue avec des
mutants aro de S. typhimurium a été identifiée comme étant la conséquence d’une incapacité
de la bactérie a générer de l’acide para-benzoique et dihydroxybenzoique a partir du
chorismate (Hoiseth and Stocker, 1981).

Chez F. tularensis SCHU S4, tous les geénes nécessaires a la syntheése du chorismate sont
présents dans le génome, de méme que les geénes pabA et pabB, encodant la para-
aminobenzoate synthase ainsi que les génes folP, folC et folA, responsables de la biosynthese

des folates.
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La quasi-totalité des genes impliqués dans la synthese des acides aminés aromatiques a été
identifiée comme importante pour la virulence de Francisella (voir tableau 9), mettant bien en
¢vidence I’importance nutritionnelle de cette voie. De plus, certains génes ont été identifiés
comme impliqués dans la croissance et la virulence dans des modéles non mammifére,
notamment in vitro et in vivo chez D. melanogaster (Asare and Kwaik, 2010; Moule et al.,

2010).
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Tableau 9 : Voies de biosynthése et virulence : Les génes soulignés ont été identifiés dans
des cribles, les génes en bleu n’ont pas été identifiés dans des cribles. Les geénes portant un *

ne sont retrouvés que dans la sous espece novicida

Voie de biosynthése des acides aminés aromatiques

3-desoxy-7-phosphoheptulonate (Asare et al., 2010; Su et al.,
FTT _0963c | aroG

synthase 2011)

(Asare and Kwaik, 2010; Asare
FTT_1154c | aroB 3-déshydroquinate synthase

et al., 2010)

FTT_0471 aroD 3-dehydroquinate déshydratase

(Asare and Kwaik, 2010; Maier

FTT_0238 | aroEl Shikimate déshydrogénase

et al., 2007; Moule et al., 2010)

(Asare and Kwaik, 2010; Maier
FTT_0411 | aroE2 Shikimate déshydrogénase

et al., 2007; Moule et al., 2010)
FTT_1155c | aroK Shikimate kinase

(Asare et al., 2010; Llewellyn et
3-phosphoshikimate 1-
FTT_0588 aroA al., 2011; Moule et al., 2010;
carboxyvinyl transphérase

Qin and Mann, 2006)

(Kraemer et al., 2009; Llewellyn

FTT_0876¢ | aroC Chorismate synthase
etal., 2011)
FTN 1778 | trpE* Anthranilate synthase (Pechous et al., 2009)
FTN 1777 | trpG1 * Anthranilate synthase (Pechous et al., 2009)
FTN_1740 | trpA* Tryptophane synthase (Pechous et al., 2009)
FTN_1739 | trpB* Tryptophane synthase (Pechous et al., 2009)
Indole-3-glycérol phosphate
FTN 1770 | trpC* (Pechous et al., 2009)

synthase

Anthranilate
FTN 1776 | trpD * (Pechous et al., 2009)
phosphoribosyltransferase

FTN_0191 | pheA Prephenate déshydratase

FTN_0555 | tyrA* Prephenate déshydrogénase (Pechous et al., 2009)
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2.1.4 Voies de biosynthése des purines, pyrimidines et virulence

Les voies de biosynthése des bases puriques et pyrimidiques permettent la production de
nucléotides, qui entrent dans la composition des acides nucléiques mais peuvent aussi étre
utilisés comme source d’énergie (ATP, GTP) ou entrer dans la composition de certains
coenzymes (NAD', NADP', FAD, ...). Des analyses in silico du génome de F. tularensis
indiquent que celui-ci encode tous les génes nécessaires a la synthése de novo des purines et
des pyrimidines.

La quasi-totalit¢ des génes impliqués dans la voie de biosynthése des purines a été
identifiée comme importante pour la virulence de Francisella (voir tableau 10), mettant bien
en évidence I’importance de cette voie. L’incapacité de F. tularensis a synthétiser de novo des
purines, dans un milieu cystosolique macrophagique qui en contient peu (Appelberg, 2006),
conduit donc a un fort défaut de multiplication intracellulaire.

Un grand nombre des enzymes de la voie de biosynthése des pyrimidines possédent une
importance dans la virulence in vivo et in vitro de F. tularensis (voir tableau 10). Ces résultats

suggerent donc une importance de cette voie dans la virulence de la bactérie.

Tableau 10: Voies de biosynthése des purines et pyrimidines et virulence: Les génes
soulignés ont ét¢ identifiés dans des cribles, les génes en bleu n’ont pas été identifiés dans des

cribles.

Voie de biosynthése des purines

(Weiss, 2002; Llewellyn et al.,
FTT 1721c |purF Amidophosphoribosyl transférase |2011; Moule et al., 2010; Qin

and Mann, 2006)

FTT_0894 |purCD | Fusion protéin PurC/PurD (Asare and Kwaik, 2010)
Phosphoribosylglycinamide (Weiss, 2002; Llewellyn et al.,
FTT 0895 |purN
formyltransferase 2011; Peng and Monack, 2010)
Phosphoribosylglycinamide (Weiss, 2002; Llewellyn et al.,
FTT 1767c |purT
formyltransferase 2011; Moule et al., 2010)

Phosphoribosylformylglycinamide | (Qin and Mann, 2006; Tempel
FTT_1720c |purl

synthase et al., 2006; Weiss, 2002;
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Llewellyn et al., 2011; Peng and
Monack, 2010)

Phosphoribosylformylglycinamidi

(Llewellyn et al., 2011; Tempel

FTT 0893 |purM
ne ligase et al., 2006; Weiss, 2002)
(Lindgren et al., 2007;
5-imidazole ribonucléotide
FTT 0896 |purE Llewellyn et al., 2011; Weiss,
mutase
2002)
5-imidazole ribonucléotide
FTT_0897 |purK (Pechous et al., 2009)
synthase
FTT_0015 |purB Adenylosuccinate lyase (Pechous et al., 2009)
(Llewellyn et al., 2011; Peng
and Monack, 2010; Qin and
FTT_0203c |purH IMP cyclohydrolase
Mann, 2006; Tempel et al.,
2006; Weiss, 2002)
(Llewellyn et al., 2011; Qin and
FTT_0204c |purA Adenylosuccinate synthase
Mann,)
FTT_0015 |purB Adenylosuccinate lyase (Pechous et al., 2009)
FTT_1019c |guaA GMP synthase
FTT_1317c |guaB IMP dehydrogénase
Voie de biosynthése des pyrimidines
(Asare et al., 2010; Asare and
Kwaik, 2010; Llewellyn et al.,
FTT_1663 |carA Carbamoyl-phosphate synthase 2011; Peng and Monack, 2010;
Qin and Mann, 2006; Schulert
GS et al., 2009; Weiss, 2002)
(Asare et al., 2010; Llewellyn et
al., 2011; Peng and Monack,
FTT_1664 |carB Carbamoyl-phosphate synthase |2010; Qin and Mann, 2006;
Schulert GS et al., 2009; Weiss,
2002; Tempel et al., 2006)
FTT_1665 |pyrB Aspartate carbamoyl transférase | (Asare et al., 2010; Llewellyn et
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al., 2011; Peng and Monack,
2010; Qin and Mann, 2006;
Schulert GS et al., 2009; Weiss,
2002)

FTT_1660 |pyrC Dihydroorotase (Moule et al., 2010)

(Llewellyn et al., 2011; Moule

FTT_1647c |pyrD Dihydroorotate déshydrogénase |et al., 2010; Peng and Monack,

2010; Weiss, 2002)

Orotate
FTT_0437c |pyrE
phosphoribosyltransférase

Orotidine-5-phosphate
FTT _1646¢c |pyrF (Pechous et al., 2009)
decarboxylase

2.1.5 Manipulation des nutriments cytosoliques de 1I’hote par F. tularensis

Afin de se répliquer efficacement dans la cellule hote, F. tularensis doit étre en mesure
d’obtenir tous les nutriments nécessaires a sa multiplication rapide. Cependant, une grande
partie des sources de nutriments présents a I’intérieur de la cellule hote est stockée sous la
forme de structures complexes comme le glycogéne ou les protéines. Afin d’obtenir ces
nutriments sous une forme libre et utilisable, F. fularensis est en mesure de manipuler les

processus biologiques de I’héte.

a. Régulation du transport cellulaire d’acides aminés par F.

tularensis
Afin de se multiplier dans les cellules, F. tularensis est en mesure de modifier le pool
d’acides aminés cytosoliques en augmentant la production d’un importeur membranaire de
glutamine : SLC1AS5 (Barel et al, 2012). Ce transporteur, impliqué dans 1’équilibre
cytoplasmique du pool d’acides amings, est responsable de I’entrée de la glutamine dans la
cellule eucaryote. Francisella est capable d’augmenter a la fois la quantit¢é d’ARNm, codant

pour le transporteur et le nombre de protéines SLCIAS. L’utilisation d’ARNsi, ciblant

106



spécifiquement les ARNm de SLC1AS, dans le cadre d’une infection par F. tularensis, permet
d’observer une diminution de moitié de la croissance bactérienne a 24h (Barel et al., 2012).

Une autre étude a permis de mettre en évidence la réduction de la production d’ARNm et
de protéines d’un autre transporteur, SLC7AS, lors de I'infection par F. tularensis (Fuchs and
Bode, 2005). Ce transporteur est impliqué, tout comme SLC1AS, dans 1’équilibre du pool
d’acides aminés cytoplasmique. SLC7AS est responsable de 1’export de la glutamine vers le
milieu extérieur et de I’'import d’acides aminés branchés. Il assure donc, avec SLC1AS
I’homéostasie de la concentration de glutamine intracellulaire. Dans les cellules, F. tularensis
entraine donc a la fois Iaugmentation de la synthése de I’'importeur de glutamine, tout en
diminuant la synthése de I’exporteur, permettant ainsi une augmentation durable de la
concentration intercellulaire en glutamine.

En outre, la bactérie est capable d’induire la déglycosylation du transporteur SLC1AS.
Pour cela, F. tularensis doit étre en mesure de sortir du phagosome et de se multiplier dans le
cytosol. En effet, un mutant dans le géne ig/C (incapable de sortir du phagosome) ou wbt
(incapable de se répliquer dans le cytosol) n’est pas en mesure de réaliser la déglycosylation
de ce transporteur (Barel et al., 2012).

La déglycosylation des protéines semble étre un mécanisme général consécutif a
I’infection par F. tularensis. En effet, ce méme phénomene est observable sur la protéine
hautement glycosylée CD147 (Barel and Charbit, 2013). Ce processus de déglycosylation
augmente durant le temps de 1’infection et semble étre corrélé avec 1’augmentation du nombre
de transporteurs SLC1AS. Le role exact de la déglycosylation n’est pas connu a ce jour mais

I’hypothéese de I'utilisation de ces sucres dans la nutrition de la bactérie a été proposée.

b. Manipulation de I’autophagie par F. tularensis

Un autre mécanisme, visant a augmenter la disponibilité cytoplasmique en acides aminés, a
récemment ét¢ identifié chez Francisella : la manipulation de ’autophagie. L’autophagie est
un processus eucaryote, trés conservé, qui peut étre initié par un large panel de facteurs : une
concentration limitante en acides aminés libres, une déplétion en énergie, un signal
immunitaire ou [’inhibition de la voie mTor. Ce processus entraine la formation
d’autophagosomes qui a pour role la dégradation de composants cellulaires (dans le cadre de
la déplétion en nutriments). Ces autophagosomes vont fusionner avec des lysosomes,

permettant ainsi la dégradation du contenu vésiculaire. Ce processus de recyclage des
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protéines cytosoliques entraine notamment la libération d’acides aminés libres. L’un des
mécanismes d’autophagie est induit par I’inhibition de mTOR, nécessitant 1’action de la

protéine ATGS (Steele et al., 2013).

Dans le cytoplasme eucaryote, F. tularensis est en mesure d’activer I’autophagie sans
passer par la protéine ATGS. Ce processus est nécessaire a la réplication normale de la
bactérie car une inhibition de l’autophagie, entraine une baisse significative de la
multiplication (Steele et al., 2013). De plus, des expériences ont permis de mettre en évidence
une réplication de F. tularensis en absence d’acides aminés dans le milieu de culture
cellulaire, réplication non observable dans le cas de cellules ne pouvant pas réaliser
I’autophagie indépendante de ATGS5 (Steele et al., 2013). Ces résultats suggeérent donc que
I’utilisation de l’autophagie par la bactérie peut suffire a produire les acides aminés
nécessaires a sa multiplication. A I’inverse, dans un milieu de culture cellulaire contenant des
acides aminés, F. tularensis peut se multiplier normalement dans des cellules incapables de
réaliser I’autophagie ATGS indépendante (Steele et al., 2013). Ces résultats indiquent donc
I’utilisation d’autres stratégies de capture des nutriments eucaryotes par F. tularensis.

Une des hypothéses, quant a I'utilité¢ de la manipulation de 1’autophagie par la bactérie, est
la croissance intracellulaire dans des tissus contenant des concentrations en acides aminés
libres faibles. Par ce processus, Francisella pourrait artificiellement augmenter la
concentration cytoplasmique en acides aminés, dans des conditions ou les transporteurs
eucaryotes ne permettent pas d’en capter des quantités nécessaires a sa réplication. Le
processus cellulaire complet, utilisé par Francisella, pour provoquer 1’autophagie n’est pas

connu a ce jour.

2.2 Systémes de transport et virulence chez Francisella tularensis

2.2.1 Systémes de transport de Francisella et virulence

Afin de se multiplier efficacement, les bactéries sont dans 1’obligation de capter des
nutriments dans le milieu extérieur. Pour cela, elles doivent posséder des systemes de
transports dédiés permettant aux nutriments de traverser les barriéres physiques de la

membrane bactérienne. Ces transporteurs permettent a la bactérie de capter des nutriments
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qu’elle ne sait pas ou difficilement synthétiser, des éléments nécessaires a sa production
d’énergie ainsi que des ions. Les bactéries intracellulaires doivent, elles, posséder des
systémes de transports particuliers afin de capter les nutriments présents dans le compartiment
cellulaire qu’elles infectent. Ces systemes doivent étre d’autant plus efficaces que la
concentration du nutriment dans le milieu est faible.

Chez F. tularensis, trois grands groupes de transporteurs sont retrouvés : Les transporteurs
actifs primaires, 21 transporteurs, les transporteurs actifs secondaires, 92 protéines et les

canaux ioniques, 5 protéines (voir tableau 11).

Tableau 11 : Transporteurs de F. tularensis. Premiere colonne : Familles de transporteurs.
Seconde colonne: nombre de transporteurs prédits comme composant cette famille.
Troisiéme colonne : nombre de transporteurs de cette famille identifiés dans des cribles in

vitro et in vivo comme possédant un role dans la virulence.

Nombre de transporteurs
Famille de transporteurs Nombre de transporteurs
identifiés dans des cribles

Transporteurs actifs primaires

Famille ABC 21 15

Transporteurs actifs secondaires

Famille MFS 31 18
Famille POT 8 4
Famille APC 11 7
Famille HAAP 6 4
Autres familles 36 17

Canaux ioniques

Canaux ioniques 6 4

Autres transporteurs

Autres transporteurs 4 2
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a. Transporteurs actifs primaires de F. tularensis et virulence

Le transport actif primaire utilise 1’énergie fournie par ’ATP pour faire traverser la
membrane bactérienne aux nutriments. Ils représentent chez Francisella 17,7% des protéines
de transport (voir tableau 11). Ces transporteurs actifs primaires sont divisés en 4 familles :
les F-ATPases, les P-ATPases, les IISP et les ABC transporteurs. Les ABC transporteurs sont
les plus retrouvés chez Francisella (76,2% des transporteurs actifs primaires). Ils peuvent étre
responsables du transport d’acides aminés, de sucres, de polysaccharides, d’acides gras, de
peptides, d’ions ou étre impliqués dans 1’efflux de composés toxiques (Meibom and Charbit,
2010). Ils sont composés de 12 hélices o, formant un canal dans la membrane. Les
transporteurs de la famille ABC sont caractérisés par la présence d’une séquence d’acides
aminés appelée « ATP-Binding Cassette », impliquée dans la fixation de I’ATP sur la phase
cytosolique de la protéine.

Vingt et une protéines impliquées dans le transport actif primaire ont été mises en évidence
dans des cribles comme étant nécessaires a la virulence de Francisella (Asare and Kwaik,
2010; Asare et al., 2010; Kraemer et al., 2009; Maier et al., 2007; Moule et al., 2010; Peng
and Monack, 2010; Su et al., 2007; Weiss et al., 2007). Ces protéines, codées par des genes
identifiés dans ces cribles, sont notamment impliquées dans le transport des
nitrate/sulfonate/taurine, du manganeése, du zinc, des lipoprotéines, de la putrescine, de la
méthionine, de proton, ainsi que dans I’efflux de composés toxiques et dans la résistance au
toluene (Meibom and Charbit, 2010). Les génes codant pour les transporteurs
nitrate/sulfonate/taurine, manganese/ion zinc et méthionine ont été aussi identifiés comme
étant régulés positivement lors de D’infection de cellules (Wehrly et al., 2009). Le
transporteur, de la famille ABC, de la méthionine F77 1125 a été identifié¢ a la fois dans des
cribles in vitro (Maier et al., 2007) et in vivo (Kraemer et al., 2009; Su et al., 2007),
démontrant bien la contribution directe des transporteurs actifs primaires dans la virulence de

F. tularensis.

b. Transporteurs actifs secondaires de F. tularensis et
virulence
Les transporteurs actifs secondaires utilisent la différence de potentiel électrochimique de
la membrane pour faire transiter les ¢léments du milieu extracellulaire vers le milieu
intracellulaire. Ce type de transporteur est le plus retrouvé chez F. tularensis (75% des

protéines de transport). Il existe deux principaux types de transports actifs secondaires :
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I’antiport et le symport. L’antiport permet la traversée de deux molécules dans deux sens
opposés et le symport dans le méme sens. Il existe plusieurs sous-familles de transporteurs
actifs secondaires : La sous-famille MFS (Major Facilitator Superfamily), représentée par 31
protéines chez Francisella (voir tableau 11 et 12), qui participe au transport de nombreux
nutriments dont des acides aminés et des sucres et a 1’efflux de molécules toxiques pour la
bactérie. On retrouve aussi la sous-famille des transporteurs APC (superfamille des
transporteurs Acides aminé/Polyamine/Organocation), qui représente 11 protéines chez F.
tularensis, la sous-famille des perméases pour hydroxy acides aminés aromatiques (HAAAP),
présente au nombre de 7 protéines, et la sous-famille des transporteurs d’oligopeptides
dépendant des protons (POT), représentée par 8 protéines (Meibom and Charbit, 2010).

Cinquante deux protéines participant au transport actif secondaire ont été retrouvées dans
des cribles in vitro ou in vivo (Asare and Kwaik, 2010; Asare et al., 2010; Kraemer et al.,
2009; Maier et al., 2007; Moule et al., 2010; Peng and Monack, 2010; Qin and Mann, 2006;
Su et al., 2007; Tempel et al., 2006; Weiss, 2002) et 8 protéines ont été identifiés comme
régulées positivement lors de I’infection de cellules (Wehrly et al., 2009) (voir tableau 12).

Le gene gadC, par exemple, qui détermine une protéine prédite comme responsable du
transport du glutamate/y-aminobutyrate appartenant la sous-famille des APC, a été identifié
dans 4 cribles différents (Kraemer et al., 2009; Maier et al., 2007; Peng and Monack, 2010;
Weiss, 2002). Un travail de recherche effectué dans notre laboratoire (voir annexe 2) a permis
de mettre en évidence I’implication de ce transporteur de glutamate dans la résistance au

stress oxydatif dans les macrophages (Ramond et al., 2013).
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Tableau 12 : Transporteurs actifs secondaires de la famille MFS de F. tularensis et virulence.

En rouge : Transporteurs prédits comme faisant partie de la sous-famille des transporteurs

phagosomaux (Pht). D’aprés (Meibom and Charbit, 2010).

Gene Sous- | Substrat transporté Données expérimentales
Famille

FTT0006 | MFS proline/betaine -

FTT0026¢ | MFS efflux drogue, transport du fer Crible (Asare et al., 2010)
Régulé positivement dans les cellules (Wehrly et
al., 2009)

FTT0028c | MFS efflux drogue, transport du fer Crible (Asare et al., 2010; Moule et al., 2010;
Weiss, 2002)
Régulé positivement dans les cellules (Wehrly et
al., 2009)

FTTO0053 MFS Acide aminé ? Crible (Maier et al.,, 2007; Moule et al., 2010;
Weiss, 2002)

FTT0056¢ | MFS Acide aminé ? Crible (Moule et al., 2010; Peng and Monack,
2010; Qin and Mann, 2006; Weiss, 2002)

FTT0070c | MFS Homologue de AmpG Régulé par MglA (Brotcke et al., 2006)

FTTO0104c | MFS Acide aminé ? Crible (Asare and Kwaik, 2010; Kraemer et al.,
2009)

FTTO0127¢ | MFS Efflux multidrogue ? Crible (Kraemer et al., 2009)

FTT0129 MES Acide aminé ? Crible (Asare et al., 2010; Qin and Mann, 2006)

FTTO0l64c | MFS Efflux bicyclomycine Crible (Asare et al., 2010)

FTT0280c | MFS Efflux multidrogue ? -

FTT0442¢c | MFS Efflux bicyclomycine Régulé négativement dans les cellules (Wehrly et
al., 2009)

FTT0444 | MFS Efflux tetracycline Crible (Su et al., 2007)

FTT0488c | MFS ? Régulé négativement dans les cellules (Wehrly et
al., 2009)

FTT0671 MFS Acide aminé ? -

FTTO0708 MEFS ? Crible (Asare et al., 2010; Su et al., 2007)
Régulé positivement dans les cellules (Wehrly et
al., 2009)

FTT0719 | MFS proline/betaine Crible (Asare et al., 2010)

FTT0725¢ | MFS glycerol-3-phosphate Crible (Asare and Kwaik, 2010)

FTT0804 | MFS proline/betaine Régulé négativement dans les cellules (Wehrly et
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FTT0931 MFS glucose/galactose -

FTT0995 MEFS proline/betaine Crible (Asare et al., 2010; Moule et al., 2010)

FTT1148c | MFS ? -

FTT1196¢ | MFS proline/betaine Crible (Peng and Monack, 2010)

FTT1256 MFS Efflux multidrogue Crible (Asare et al., 2010)
Régulé négativement dans les cellules (Wehrly et
al., 2009)

FTT1291 MFS D-galactonate -

FTT1311 MFS Efflux multidrogue Crible (Moule et al., 2010)

FTT1473¢c | MFS galactose/proton symport Crible (Asare et al., 2010)

FTT1474c | MFS galactose/proton symport Crible (Asare and Kwaik, 2010)

FTT1683c | MFS Efflux multidrogue -

FTT1727¢ | MFS Efflux chloramphenicol Régulé négativement dans les cellules (Wehrly et
al., 2009)

FTT1783 MFS proline/betaine Crible (Moule et al., 2010)

c. Transporteurs d’ions et autres transporteurs de F. tularensis

Les canaux ioniques permettent le transit rapide des ions d’un coté¢ a 'autre de la
membrane dans le sens du gradient électrochimique. Ils jouent ainsi un role dans
I’homéostasie cellulaire. Chez Francisella, ils sont notamment impliqués dans le transport du
potassium, du chlore, du glycérol et du glutamate. Les transporteurs de potassium et de
glutamate/chloride ont été identifiés dans des cribles (Asare and Kwaik, 2010; Asare et al.,
2010; Weiss, 2002). Ces canaux possedent donc un réle dans la virulence de Francisella.

Au niveau des transporteurs non classifiés, les protéines assurant le transit du fer et du
nicotinamide ont été identifiées dans des cribles comme étant importantes pour la
pathogénicité bactérienne de Francisella (Asare et al., 2010; Moule et al., 2010; Su et al.,
2007).

2.2.2 Transporteurs d’acides aminés et la virulence

Plusieurs études récentes ont mis en évidence I’importance de I’acquisition des nutriments
et de 1’adaptation nutritionnelle pour la croissance intracellulaire de Francisella (Alkhuder et
al., 2010; Napier et al., 2012; Peng and Monack, 2010; Schulert GS et al., 2009; Steele et al.,

2013). De plus, les résultats de plusieurs recherches ont mis en lumiére I’utilisation des acides
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aminés comme source de carbone préférentielle de Francisella (Meibom and Charbit, 2010;
Raghunathan et al., 2010; Steele et al., 2013). Leur capture est donc un enjeu majeur pour la

multiplication de la bactérie.

a. Transporteurs d’acides aminés et virulence

Les acides aminés peuvent étre une source de carbone, d’azote et participer a la synthése
des protéines de la bactérie. Pour cela, les acides aminés sous formes libres ou peptidiques
dans le cytoplasme eucaryote, doivent étre captés par la bactérie. L’ importance du transport
des acides aminés dans la virulence des pathogeénes a notamment été mise en évidence chez
M. tuberculosis, ou le transporteur d’asparagine AnsP2 y a été identifié. Ce transporteur, non
essentiel a la croissance de M. tuberculosis en milieu synthétique, est nécessaire a la
réplication dans les macrophages et les souris (Gouzy et al., 2014). De plus, AnsP2 a été
décrit comme essentiel pour le métabolisme de 1’azote durant I’infection et comme impliqué
dans la mise en place de la défense contre I’acidification du phagosome. En effet, I’asparagine
capt¢ par AnsP2, est clivé par l’asparaginase AnsA, entrainant ainsi la production
d’ammoniac, nécessaire au maintien du pH dans le phagosome (Gouzy et al., 2014).

Chez F. tularensis, des transporteurs d’acides aminés, di, tri et oligo peptides sont prédits a
la fois dans les transporteurs actifs primaires (1 protéine) et secondaires (36 protéines) (voir
tableau 13). Prés de 60% des transporteurs d’acides aminés prédits ont ét¢ identifiés dans des
cribles comme possédant un role dans la virulence de F. tularensis. Ces résultats illustrent
donc bien le role important de 1’adaptation nutritionnelle et notamment du point de vue du

transport des acides aminés, dans la virulence des pathogenes intracellulaires.
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Tableau 13 : Tableau des transporteurs d’acides aminés, di tri et oligo peptides prédits

chez Francisella tularensis et de leur implication dans la virulence.

ABC 1 1 (Asare et al., 2010; Kraemer et
al., 2009; Maier et al., 2007; Su
et al., 2007)

MFS 10 8 (Asare and Kwaik, 2010; Asare

et al., 2010; Kraemer et al.,
2009; Maier et al., 2007; Moule
etal., 2010; Weiss et al., 2007)
APC 11 5 (Asare et al., 2010; Moule et
al., 2010; Peng and Monack,
2010; Su et al., 2007; Weiss et
al., 2007)

HAAAP 7 4 (Asare and Kwaik, 2010; Asare
et al., 2010; Maier et al., 2007;
Weiss et al., 2007)

POT 8 4 (Asare and Kwaik, 2010;
Kraemer et al., 2009; Moule et
al., 2010; Tempel et al., 2006)

b. Les transporteurs phagosomaux d’acides aminés

Les relations entre capture des acides aminés et virulence ont bien été mises en évidence
chez L.pneumophila. Ce pathogéne intracellulaire, responsable de la maladie du légionnaire,
est capable d’infecter les macrophages alvéolaires pulmonaires. Son cycle de croissance

intracellulaire débute par une entrée dans les macrophages via un processus de phagocytose
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particulier. Par la suite, L. pneumophila inhibe la fusion phagosome/lysosome, via un systéme
de sécrétion de type IV, transforme le phagosome en « Legionella-containing vacuole »
(LCV) et s’y multiplie. La multiplication de la bactérie déclenche en 14h la rupture de la
membrane plasmique cellulaire et la libération de Legionella dans le milieu extérieur. La
multiplication de la bactérie se déroulant uniquement dans le phagosome du macrophage, la
capture de nutriments dans ce compartiment cellulaire est donc essentielle a sa réplication.
Peu de données sont connues quant aux nutriments présents dans le phagosome et la LCV,
mais, plusieurs observations prédisent 1’importance du transport d’acides aminés pour la
croissance bactérienne. Dans les cellules, Legionella peut €tre présente sous deux formes. La
premicre, observée dans un environnement nutritionnel favorable, est la forme réplicative,
c’est a dire la forme dans laquelle la bactérie se multiplie. La seconde, appelée forme
transmissible, est observable en conditions déplétées en nutriments. La différenciation de la
forme réplicative en la forme transmissible, en conditions limitantes en nutriments, permet a
la bactérie de favoriser sa transmission vers une nouvelle cellule hote. Cette différenciation
bactérienne en fonction des conditions environnementales garantit la survie et la
multiplication de Legionella. C’est dans ce contexte qu’un mutant, appelé PhtA (pour
phagosomal transporter A), a été identifi¢ comme incapable de se différencier en forme
réplicative dans des macrophages et comme exprimant de maniére précoce des facteurs
conduisant a la forme transmissive en milieu de culture (Sauer et al., 2005). Ce mutant
semblait donc étre, dans des conditions nutritionnelles carencées, incapable de se répliquer
dans les LCV. De plus, le mutant dans le géne pht4 a été identifié comme possédant un défaut
de croissance, réversible par ajout de thréonine ou d’un dipeptide contenant la thréonine, a la
fois en milieu synthétique et dans les macrophages. Pour terminer, des études de prédictions
de séquence ont permis de mettre en évidence que le géne pht4 encode un transporteur actif
secondaire, de la famille des MFS. Ces recherches ont aussi permis de mettre en évidence que
la souche L. pneumophila Philadelphia A posseéde 10 homologues de phtA, formant une
nouvelle sous-famille de transporteurs MFS : les transporteurs phagosomaux ou Pht (Sauer et
al., 2005). Cette ¢étude a donc conduit a I’identification de PhtA, un transporteur de thréonine
nécessaire a la multiplication et la différenciation de L. pneumophila dans les macrophages.
D’autres études chez L. pneumophila ont identifié¢ PhtJ, un transporteur de valine nécessaire a
la réplication et a la différenciation dans les macrophages (Chen et al., 2008), ainsi que PhtC
et PhtD, deux transporteurs contribuant a une protection de la bactérie contre la limitation en

dTMP lors du cycle intracellulaire (Fonseca et al., 2014).
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Des études bio-informatiques ont permis de mettre en évidence de nombreux paralogues du
PhtA de L. pneumophila chez les bactéries, et plus précisément chez les Alpha- et Gamma-
proteobacteria (Chen et al., 2008). Le nombre de paralogues retrouvés chez les différents
organismes varie énormément (voir tableau 14). On retrouve 11 paralogues de Pht chez L.
pneumophila, 10 chez Coxiella burnetii, 6 chez Rickettsiella grylli, 6 chez Francisella
tularensis subsp holarctica, 4 chez Wolbachial, 2 chez Anaplasma, 2 chez Ehrlichia, 1 chez
Protochlamidia amoebophila, 1 chez Zymomonas mobilis et 1 chez Prochlorococcus marinus
(Chen et al., 2008). Ces transporteurs Pht sont donc exclusivement retrouvés chez les
bactéries a multiplication intracellulaire (obligatoire ou facultative).

Ces 37 Pht prédits ont été classés dans 11 clusters différents, suggérant des transferts de
genes horizontaux. Cette hypothése a été validée par 1’étude comparée des pourcentages en

G+C des séquences Pht par rapport au reste des génomes bactériens (voir tableau 14).

Tableau 14 : Membres de la famille des transporteurs Pht de L. pneumophila et F. tularensis

classés par cluster phylogénique. D’apres (Chen et al., 2008).

Gene Organisme Taille de la Division
protéine (aa) bactérienne
Cluster 1
PhtD Legionella pneumophila subsp 427 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
PhtC Legionella pneumophila subsp 423 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
Cluster 2
Ftul Francisella tularensis subsp. holarctica 426 Gammaproteobacteria
FTL 1673
PhtF Legionella pneumophila subsp 425 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
PhtE Legionella pneumophila subsp 430 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
Cluster 3
Phtl Legionella pneumophila subsp 429 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
Cluster 4
Ftu2 Francisella tularensis subsp. holarctica 396 Gammaproteobacteria
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FTL 0931
PhtL Legionella pneumophila subsp 429 Gammaproteobacteria
pneumophila Lens
Cluster 6
PhtB Legionella pneumophila subsp 435 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
PhtK Legionella pneumophila subsp 421 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
Cluster 7
Ftu4 Francisella tularensis subsp. holarctica 400 Gammaproteobacteria
FTL 1647
Ftus Francisella tularensis subsp. holarctica 403 Gammaproteobacteria
FTL 1645
Cluster 8
Cluster 5
Ftu3 Francisella tularensis subsp. holarctica 401 Gammaproteobacteria
FTL 0946
Cluster 9
Ftu6 Francisella tularensis subsp. holarctica 434 Gammaproteobacteria
FTL 1803
PhtG Legionella pneumophila subsp 432 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
PhtJ Legionella pneumophila subsp 426 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
Cluster 10
PhtA Legionella pneumophila subsp 427 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1
Cluster 11
PhtH Legionella pneumophila subsp 430 Gammaproteobacteria
pneumophila Philadelphia 1

L'implication dans la virulence des 6 transporteurs Pht prédits de Francisella (chacun
identique a plus de 95 % d'une sous-espece a l'autre et a environ 30 % avec les protéines Pht
de Legionella) a ét¢ mise au jour lors de criblage de banques de mutants in vitro (hépatocytes

ou macrophages) et in vivo (drosophile, souris) (voir tableau 15).
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Tableau 15 : Les transporteurs Pht de F. tularensis
Taille | Identité
SCHU S4 LVS Ul12 de la entre et Références
(L.pneumophila)
protéine | les Pht
FTT 0104c | FTL 1673 | FTN 1611 426 98,4 % | PhtD (27%) 1,2
FTT 0056c | FTL 1803 | FTN 1654 434 99,3 % | PhtJ (33,3%) 3,4,5,6
FTT 0671 | FTL 0946 | FTN 1011 428 97,9 % | PhtC (27%) 7
FTT 0053 | FTL 1806 | FTN 1657 432 99,5 % | PhtJ (31,9%) 4,6
FTT 0129 | FTL 1645 | FTN 1586 437 100 % 3,7,8
FTT 0127c | FTL 1647 | FTN 1588 400 96,3 % 2
1 : (Asare and Kwaik, 2010) F. tularensis subsp novicida, crible in vivo Drosophiles
2 : (Kraemer et al., 2009) F. tularensis subsp novicida, crible in vivo souris C57BI6
3 : (Qin and Mann, 2006) F. tularensis subsp tularensis SCHU S4, crible in vitro HepG2
4 : (Weiss et al., 2007) F. tularensis subsp novicida, crible in vivo souris
5 : (Peng and Monack, 2010) F. tularensis subsp novicida, crible in vivo poumons de souris
6 : (Moule et al., 2010) F. tularensis subsp novicida, crible in vivo Drosophiles
7 : (Asare et al., 2010) F. tularensis subsp novicida, crible in vivo Drosophiles
8 : (Llewellyn et al., 2011) F. tularensis subsp novicida, crible in vitro macrophages primaires

murins

Une étude systématique par mutagénese dirigée, des genes codant pour les Pht prédits de
F. holarctica LVS, a été publiée au cours de mon projet. Ces recherches réalisées dans le but
d’identifier des souches potentiellement vaccinales, ont permis de mettre en évidence une
altération de la virulence de Francisella lors de la mutation de deux transporteurs, codés par
les génes FTN 1586 et FTN 1654 (Marohn et al., 2012). De plus, ces mutants ont été
identifiés comme étant en mesure de conférer une protection a la souris face a une dose 1étale
de F. holarctica. Cependant, I’approche systématique de cette recherche, n’a pas permis d’en

savoir plus sur la fonction de ces transporteurs dans la virulence de la bactérie.
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Objectifs :

Ce travail de thése qui fait I’objet des deux articles présentés ci-apres, vise a illustrer
I’importance de la nutrition, et plus spécifiquement du transport des acides aminés, dans la

virulence de F. tularensis.

Aucun transporteur d’acides aminés n’ayant été jusqu’alors identifié comme jouant un role
dans la virulence de F. tularensis, nous avons choisi d’étudier une sous-famille de
transporteurs MSF, la sous-famille des Pht. Ces transporteurs prédits comme participant au
transport des acides aminés chez F. tularensis, ont déja été identifiés comme nécessaires a la

multiplication phagosomale d’un autre pathogéne intracellulaire : L. pneumophila.

Notre objectif premier ¢était d’identifier les transporteurs Pht impliqués dans la
pathogénicité et/ou la croissance de la bactérie. Pour cela, j’ai inactivé individuellement
chacun des génes codant pour un transporteur Pht prédit. J’ai ensuite caractérisé ces mutants
pour leurs capacités de croissance en milieu minimum et de multiplication dans les
macrophages murins J774, Ce crible a permis de mettre en avant deux candidats : un premier,
correspondant a la délétion du gene FTN 1586 et présentant un fort défaut de multiplication
dans les macrophages ; un second, correspondant a la délétion du géne FTN 1654, présentant

un défaut de croissance en milieu minimum.

Notre second objectif a été la caractérisation fonctionnelle, des capacités de transport et
d’implication dans la virulence nutritionnelle, de chacun de ces deux mutants. Les résultats de
ces recherches sont présentés dans la seconde partie de mon manuscrit sous la forme de deux

articles, I’un publié¢ dans le journal Cellular microbiology et I’autre actuellement soumis.
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Résultats
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L’asparagine: Un acide aminé requis pour Ila

virulence et la dissémination de F. tularensis

Dans cette premicre partie de mon travail expérimental, nous nous sommes intéressés a la
protéine FTN 1586 (désignée AnsP), un transporteur prédit d’acides aminés de la sous-
famille Pht.

L’importance de la protéine AnsP dans la virulence des différentes sous-espéces de
Francisella a ét¢ démontrée aussi bien in vitro qu’in vivo (Asare et al., 2010; Marohn et al.,
2012; Qin and Mann, 2006). In vitro, I’'inactivation du géne ansP chez les souches SCHU S4,
LVS ou Ul12 entraine une diminution de la multiplication intracellulaire dans les cellules
HepG2, les macrophages primaires murins et les macrophages murins J774 (Marohn et al.,
2012; Qin and Mann, 2006). In vivo, I’inactivation du géne ansP entraine une diminution de
la virulence des souches U112 et LVS dans les drosophiles et la souris BALB/c (Asare et al.,
2010; Marohn et al., 2012).

Nos travaux ont permis de montrer que le défaut de multiplication cytosolique, ainsi que le
défaut de virulence in vivo, d’un mutant dans le géne codant pour AnsP, était réversible par
ajout d’asparagine en exces, un acide aminé non essentiel pour la croissance de la bactérie en
milieu synthétique. Des expériences de transport sur le mutant délété pour le géne ansP ont
mis en évidence un double déficit dans le transport de I’asparagine et de I’aspartate.

La protéine AnsP assure donc le transport de 1’asparagine, un acide aminé dont les besoins
varient en fonction de I’environnement nutritionnel de la bactérie. Lors de sa croissance en
milieu synthétique, la bactérie est prototrophe pour 1’asparagine. A I’inverse, dans le cytosol
de la cellule infectée, la bactérie devient auxotrophe pour 1’asparagine et doit donc en capter
afin de se multiplier. Ce travail illustre bien les différentes modifications métaboliques que
réalisent les bactéries lors de [D’infection de cellules. En effet, le changement de
I’environnement nutritionnel de la bactérie, lorsque celle-ci se trouve dans le cytoplasme
eucaryote, conduit & une adaptation nutritionnelle aussi bien du point de vue des voies de
biosynthése que des capacités de transport. Dans notre cas, I’adaptation joue sur la voie
d’obtention de I’asparagine par Francisella. D une biosyntheése endogene lors de la culture en
milieu liquide, Francisella passe, dans le cadre de l’infection, a une captation via un

transporteur secondaire.
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In order to develop a successful infectious cycle,
intracellular bacterial pathogens must be able
to adapt their metabolism to optimally utilize
the nutrients available in the cellular compart-
ments and tissues where they reside. Francisella
tularensis, the agent of the zoonotic disease
tularaemia, is a highly infectious bacterium for a
large number of animal species. This bacterium
replicates in its mammalian hosts mainly in the
cytosol of infected macrophages. We report here
the identification of a novel amino acid transporter
of the major facilitator superfamily of secondary
transporters that is required for bacterial intracel-
lular multiplication and systemic dissemination.
We show that inactivation of this transporter
does not affect phagosomal escape but prevents
multiplication in the cytosol of all cell types tested.
Remarkably, the intracellular growth defect of
the mutant was fully and specifically reversed by
addition of asparagine or asparagine-containing
dipeptides as well as by simultaneous addition
of aspartic acid and ammonium. Importantly,
bacterial virulence was also restored in vivo, in
the mouse model, by asparagine supplementa-
tion. This work unravels thus, for the first time,
the importance of asparagine for -cytosolic
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multiplication of Francisella. Amino acid trans-
porters are likely to constitute underappreciated
players in bacterial intracellular parasitism.

Introduction

Francisella tularensis is a Gram-negative bacterium
causing the zoonotic disease tularaemia in a large
number of wildlife animal species and has one of the
broadest host range than any other known zoonotic
disease-causing organism (Sjostedt, 2011). Rodents,
lagomorphs and amoeaba are thought to be the main
reservoirs for human contamination (Keim et al., 2007).
This highly infectious pathogen can be transmitted to
humans in numerous ways, including direct contact with
sick animals, inhalation, ingestion of contaminated water
or food or by insect bites. Four different subspecies
(subsp.) of F. tularensis that differ in virulence and geo-
graphic distribution exist, designated subsp. tularensis,
holarctica, novicida and mediasiatica respectively.
F. tularensis subsp. tularensis is the most virulent subspe-
cies causing a severe disease in humans (Sjdstedt, 2007)
and is considered a potential bioterrorism agent (Oyston
et al., 2004). F. tularensis subsp. novicida (or F. novicida)
is considered non-pathogenic for humans but is fully viru-
lent for mice and is widely used as a model to study highly
virulent subspecies.

Francisella is able to survive and to replicate inside
a variety of mammalian host cells and in particular,
macrophages (Hall et al, 2008). Its virulence is tightly
linked to its ability to escape rapidly from the phagosome
into the host cytosol (Santic et al., 2008) where it can
replicate actively (Chong and Celli, 2010).

Several recent studies, mainly based on the characteri-
zation of nucleic acid and amino acid auxotrophic
mutants, support the importance of metabolism in
Francisella pathogenesis. For example, utilization of
uracil has been shown to be required for inhibition of the
neutrophil respiratory burst and intra-macrophage survival
(Schulert etal.,, 2009). Uracil auxotroph mutants of
F. tularensis LVS showed impaired phagosomal escape
and severe multiplication defects in monocyte-derived
macrophages. The mutant bacteria that could reach the
cytosol were unable to replicate but still triggered the
secretion of IL-8 and IL-1B. Remarkably, in J774 and
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HepG2 cells, these uracil auxotrophs appeared to multiply
normally, implying that the defects in the pyrimidine
biosynthetic pathway affect Francisella virulence in a cell
type-specific manner. More recently, Peng and Monack
showed that tryptophan auxotrophs of F. novicida were
severely affected in intracellular multiplication and were
attenuated in the mouse model (Peng and Monack,
2010).

Additional metabolic pathways have been shown
to contribute to Francisella pathogenesis, including
gluconeogenesis and glycolysis (Meibom and Charbit,
2010a) as well as biotin biosynthesis (Napier etal.,
2012).

The identification of bacterial attributes specifically
required for cytosolic replication by Francisella in the
host cytosol may prove technically complex and time-
consuming (Celli and Zahrt, 2013). Remarkably, two
genome-scale screens, reported in human macrophages
and Drosophila-derived cells (Asare and Abu Kwalik,
2010; Asare et al., 2010), identified more than 90 mutants
that showed deficient phagosomal escape. These
included genes encoding proteins with a broad variety
of predicted functions. To date the best functionally
characterized genes include: (i) purine biosynthetic genes
(Pechous et al.,, 2006; 2008), (ii) the y-glutamyl trans-
peptidase gene ggt (Alkhuder et al., 2009) and (iii) several
genes of still unknown biological function, such as dipA
(Wehrly etal.,, 2009; Chong etal., 2012), FTT0989
(Brotcke etal, 2006) and ripA (Fuller etal, 2008;
Mortensen et al., 2012).

Earlier genome-scale genetic screens, aimed at identi-
fying specific Francisella intracellular survival attributes,
have also repeatedly identified genes encoding mem-
brane proteins. These included notably putative amino
acid transporters (Pechous etal, 2009; Meibom and
Charbit, 2010b), highlighting the potential critical role of
such nutrient acquisition systems in intracellular adapta-
tion of Francisella. However, there is currently no func-
tional or structural information available on any of these
hypothetical transporters.

The Francisella genomes encode numerous predicted
transport systems, the majority of which are secondary
carriers (Meibom and Charbit, 2010a). Secondary trans-
porters encompass several major families, including the
major facilitator superfamily (MFS), involved in various
functions including drug efflux, sugar and amino acid
uptake (Reddy et al., 2012). Of particular interest, in the
pathogenic intracellular bacterium Legionella pneumo-
phila (Sauer et al., 2005), a MFS threonine transporter,
designated PhtA (for Phagosomal transporter A), was
shown to be required for intraphagosomal growth and
differentiation. Phylogenetic analyses revealed that the
Legionella genomes encode numerous Pht paralogues
(Sauer etal., 2005). Importantly, Pht family members

were also found in other bacterial species (Chen et al.,
2008) but exclusively among intracellular pathogenic
bacteria.

Remarkably, Francisella, which resides only transiently
in a phagosomal compartment and multiplies exclusively
in the cytosol of infected cells, also encodes several puta-
tive Pht orthologues (four to six, depending on the e value
threshold chosen for the blast analysis; Sauer et al., 2005;
Chen et al., 2008). Recently, a study aimed at developing
anti-Francisella vaccines (Marohn et al., 2012), showed
that inactivation of several of these putative transporters
had altered intracellular replication kinetics and attenua-
tion of virulence in mice in F. tularensis LVS (including the
orthologue of ansP in F tularensis LVS, see below).
However, none of them has been functionally character-
ized yet and their substrate specificity is currently
unknown.

In the present work, we addressed the functional role of
one of these transporters, hereafter designated AnsP,
which has been repeatedly identified by earlier genetic
screens, in different Francisella subspecies and using a
variety of different screening procedures. We demon-
strate that the MFS transporter AnsP is required for
bacterial multiplication in the cytosolic compartment of
infected macrophages and for systemic dissemination in
the mouse.

Results

AnsP, a member of the major facilitator superfamily of
secondary transporters

The region of gene ansP (Fig. S1) is highly conserved in
all the Francisella genomes sequenced thus far and the
AnsP protein of F. novicida (FTN_1586, 437 amino acids
in length) shares more than 99% identity with its
orthologues in F. tularensis subsp. holartica (FTL_1645),
mediasiatica (FTM_0191) and tularensis (FTT_0129)
(Fig. S2). In contrast, the homologues of the Francisella
AnsP protein in other bacterial species do not exceed
28% amino acid identity. Indeed, the closest homologue in
L. pneumophila (PhtE) shares only 26.7% amino acid
identity, suggesting that the Francisella AnsP proteins dis-
plays properties specific to Francisellae species. Second-
ary structure prediction predicts that, like all MFS family
members, AnsP comprises 12 transmembrane helixes
(not shown).

Remarkably, the ansP gene was found among the
genes required for replication of F. novicida (FTN_1586)
in RAW264.7 macrophages (Llewellyn et al., 2011) as
well as involved in replication in both U937 macrophages
and drosophila S2 cells (Asare and Abu Kwaik, 2010).
The orthologue of ansP in F. tularensis subsp. tularensis
Schu S4 (FTT_0129) has also been found to be required
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for normal bacterial replication in the hepatocytic human
cell line HepG2 (Qin and Mann, 2006). These screening
results imply that the transporter AnsP has specific prop-
erties that are not compensated by any other putative
transporter encoded by the Francisella genome in cells as
well as in vivo. In this respect, it is worth mentioning that
the other predicted Pht family members of Francisella
share less than 27% amino acid identity with AnsP (and in
most cases, also between each other).

Role of AnsP in Francisella intracellular survival

We constructed a chromosomal deletion of the ansP
gene in F. novicida (FTN_1586) by allelic replacement
(Lauriano et al., 2003). We first evaluated the possible
impact of the mutation in vitro (using different media and
growth conditions) and then followed the capacity of the
mutant to infect and multiply in different cell types as well
as in vivo, in the mouse model.

AnsP is not required for growth in broth

Inactivation of ansP had no impact on bacterial growth in
broth and did not prevent acquisition of any of the
essential amino acid present in Chemically defined
minimal medium (CDMmi,; Fig. S3). We used Biolog Phe-
notypic Microarray GNII plates to test possible metabolic
defects of the AansP mutant. The respiration pattern
obtained with the AansP and wild-type strains were iden-
tical, indicating that the mutation had not led to a defect
in the utilization of any of the 96 carbon sources tested
(Fig. S4).

AnsP is essential for intracellular bacterial multiplication

Quantitative RT-PCR analysis demonstrated that inactiva-
tion of the ansP gene (in a AansP deletion strain, see
below) had no impact on the transcription of the two
flanking genes FTN_1585 and FTN_1587 (Fig. S1). To
further confirm that inactivation of the ansP gene had no
polar effect on downstream gene expression, we comple-
mented the AansP mutant strain with a plasmid-encoded
copy of the wild-type ansP gene under pgro promoter
control (see Experimental procedures for details).

We examined the ability of wild-type F. novicida (WT),
AansP and AansP-complemented strains to survive
and multiply in: (i) murine macrophage-like J774 cells,
(i) primary murine bone marrow-derived macrophages
(BMM) and (iii) human hepatocytic HepG-2 cells (Fig. 1).
Remarkably, the AansP mutant showed a severe growth
defect in all cell types tested. In J774 cells, the AansP
mutant showed a 10-fold reduction of intracellular bac-
teria after 10 h, and almost a 100-fold reduction after
24 h, as compared to wild-type F. novicida (Fig. 1A). In
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Fig. 1. The AansP mutant is defective for intracellular replication.
The AansP mutant failed to replicate in J774 murine
macrophage-like cells (A), murine bone marrow-derived
macrophages (BMM) (B) and human hepatocytic cell line HepG2
(C). In all cell types, constitutive expression of the wild-type gene
ansP (carried on pKK-pgro-ansP) restored normal intracellular
replication. WT, wild-type F. novicida; WT pKK(-), WT carrying
pKK214; AansP, WT deleted from gene ansP; AansP pKK(-),
AansP strain carrying pKK214; AansP-comp, AansP carrying
pKK214-pgro-ansP; and AFPI, wild-type F. novicida deleted of the
entire FPI. Intracellular replication was monitored by enumerating
colony-forming units (cfu) on chocolate agar plates. Each
experiment was performed in triplicate. *P < 0.05; **P < 0.01 (as
determined by Student’s t-test).

BMM, the AansP mutant showed an eightfold reduction
of intracellular bacteria after 10 h, and a 16-fold reduc-
tion after 24 h (Fig. 1B). Finally, in HepG-2 cells, the
AansP mutant showed a 10-fold reduction of intracellular
bacteria after 10 h, and a 70-fold reduction after 24 h
(Fig. 1C).

In all cell types tested, the intracellular growth defect of
AansP mutant was similar to that observed with a deletion
of the entire Francisella pathogenicity island [the AFPI
mutant (Weiss et al., 2007)]. Introduction of the comple-
menting plasmid (pKK214-pgro-ansP) restored bacterial
viability to same level as in the wild-type parent, confirm-
ing the specific involvement of gene ansP in intracellular
survival.
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Subcellular localization of the AansP mutant in
infected macrophages

We used the differential solubilization process previously
described (Barel etal.,, 2010) to follow the subcellular
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Fig. 2. Subcellular localization of the AansP
mutant.

A and B. Confocal microscopy. J774 cells
were incubated for 1 h with wild-type

F. novicida, AansP or AFPI strains and

their colocalization with the phagosomal
marker LAMP1 was observed by confocal
microscopy. The phagosomes of J774 cells
were labelled with anti-LAMP1 antibody
(1/100 final dilution). Cell nuclei were labelled
with DAPI. Bacteria were labelled with primary
mouse monoclonal antibody anti-F. novicida
(1/500 final dilution). (A) The colour images
represent wild-type F. novicida (WT), AansP,
AFPI, strains (green); phagosomes (red);

and nuclei (blue). Scale bars at the bottom
right of each panel correspond to 10 uM.

(B) Quantification of bacteria/phagosome
colocalization at 1 h, 4 h and 10 h for WT,
AansP and AFPI strains. **P < 0.01 (as
determined by Student’s t-test).

C. Electron microscopy. J774 cells were
incubated for 1 h or 24 h with wild-type

F. novicida (WT) or AansP mutant strains and
replication was observed by transmission
electronic microscopy (x 20 000 for WT and
AansP at 1 h, x 27 000 for AansP at 24 h and
x 14 000 for WT at 24 h). After 10 h, active
intracellular multiplication is observed in J774
macrophages infected with WT. In contrast,
no multiplication is visible in most of the
macrophages infected with the AansP mutant.
The scale bars at the bottom right of the two
left panels correspond to 400 nm (1 h); and to
600 nm (WT) and 200 nm (AansP),
respectively, for the two right panels (10 h).
D. CCF4. The cytosol of bone marrow-derived
infected macrophages was loaded with CCF4.
Upon cleavage by cytosolic B-lactamase, the
CCF4 FRET is lost leading upon excitation at
405 nm to a shift of fluorescence from green
(535 nm) to blue (450 nm). F. novicida
naturally express a B-lactamase able to
cleave the CCF4. F. novicida escape into the
host cytosol is thus associated with a shift of
the CCF4 probe from green to blue. Upon
infection (at a multiplicity of infection of 100)
with wild-type F. novicida (WT) and AansP
mutant, 98% and 88% of Pacific blue-positive
cells were recorded respectively. In contrast,
less than 1% of the cells were positive when
infected with the AFPI mutant.

AFPI

1"J 0 5
AmCyanA

AansP

localization of the AansP mutant in infected cells (Fig. 2A
and B). Briefly, the plasma membrane was selectively
permeabilized with digitonin. This treatment allowed
the detection of cytoplasmic bacteria and proteins.
Subsequent treatment with saponin rendered intact
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phagosomes accessible to antibodies and allowed detec-
tion of intra-phagosomal bacteria. Intracellular localization
of the bacteria or LAMP-1 (used as a specific marker of
phagosomes) was analysed using specific antibodies and
their colocalization was monitored at two time points (1 h
and 10 h post-infection; Fig. 2A). Quantification of each
colocalization was performed with the Image J software
(Fig. 2B).

With both wild-type F. novicida and the AansP mutant,
colocalization with LAMP-1 was only around 15% after 1 h
and remained in the same range throughout the infection.
In contrast, for the AFPI mutant strain, 80% of bacteria
colocalized with LAMP-1 after 1 h and colocalization
remained very high after 10 h (85%). These results
strongly suggest that the capacity of the AansP mutant to
escape rapidly from the phagosomal compartment is
unaffected.

To confirm these results, we performed thin section
electron microscopy of J774 cells infected either with wild-
type F. novicida or with the AansP mutant (Fig. 2C). Sig-
nificant bacterial replication was observed in the cytosol of
most infected cells 10 h post-infection with wild-type
F. novicida. In contrast, bacterial multiplication was
severely impaired in cells infected with the AansP mutant.

Finally, to quantify phagosomal permeabilization follow-
ing F. novicida infection, we used the CCF4/B-lactamase
technique originally described by Enninga and collabora-
tors (Nothelfer et al., 2011), which we recently adapted to
F. novicida (Juruj et al., 2013). Briefly, macrophages were
loaded with CCF4, a fluorescence resonance energy
transfer (FRET) probe retained within the host cytosol
following the action of host cytosolic esterases. When
cleaved by B-lactamase, the CCF4 FRET is lost leading
upon excitation at 405 nm to a shift of fluorescence from
green (535 nm) to blue (450 nm). F. novicida naturally
express a B-lactamase able to cleave the CCF4 substrate
(Broms et al., 2012). The phagosome permeabilization or
F. novicida escape into the host cytosol is thus associated
with a shift of the CCF4 probe from green to blue. Using
this sensitive assay, we could not detect any differences
in term of phagosomal permeabilization/vacuolar escape
at 1h post-infection (Pl) in BMM between wild-type
F. novicida and the AansP mutant (Fig. 2D). As expected
(Juruj etal., 2013), we did not detect phagosomal
permeabilization using a AFPI mutant.

This result confirms thus that the AansP mutant has
normally access to the host cytosol but fails to multiply
normally within this compartment.

Nutritional requirement of the AansP mutant

Since AnsP belongs to a family of putative amino acid
transporters, we hypothesized that the intracellular multi-
plication defect of the AansP mutant might be alleviated
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Fig. 3. Amino acid supplementation. Intracellular multiplication of
the AansP mutant was partially rescued by addition of casamino
acids (CASA) and fully rescued by the addition of non-essential
amino acids (NE-AA). In contrast, the addition of essential amino
acids fails to restore growth. (A) J774 cells supplemented with
CASA (5 g I final concentration); (B) J774 cells supplemented with
a pool of essential amino acid (E-AA); (C) J774 cells supplemented
individually either with the useful but non-essential amino acid
(UNE-AA) isoleucine (lle), aspartic acid (Asp), serine (Ser), leucine
(Leu), proline (Pro); or with the non-essential amino acid (NE-AA)
alanine (Ala), asparagine (Asn), glutamic acid (Glu), glutamine
(GIn), glycine (Gly), phenylalanine (Phe), tryptophane (Trp), each
at 3 mM final concentration. E-AA pool: equimolecular mixture of
arginine, histidine, lysine, methionine, tyrosine, cysteine, each at

3 mM final concentration). Intracellular replication was monitored by
enumerating colony-forming units (cfu) on chocolate agar plates.
Each experiment was performed in triplicate.

by amino acid supplementation (Fig. 3). Therefore, we
first compared the kinetics of multiplication of the AansP
mutant in J774 macrophages, in the presence or absence
of casamino acids in the cell culture medium (Fig. 3A).
Addition of 0.5% casamino acids restored multiplication of
the AansP mutant to the wild-type level.

This result suggested that AnsP might be an amino acid
transporter whose function can be bypassed by other
amino acids or peptide permeases.
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We then reasoned that the substrate of AnsP could be
deduced by further identifying the amino acid(s) respon-
sible for this supplementation. For this, we tested the
capacity of pools of amino acids to restore wild-type intra-
cellular multiplication of the AansP mutant in J774
macrophages. Supplementation with a pool of six amino
acids essential for growth in CDM did not improve intrac-
ellular multiplication of the AansP mutant (Fig. 3B). In
contrast, a pool of seven amino acids (alanine, glutamate,
glutamine, glycine, phenylalanine, tryptophane and
asparagine), non-essential for growth in CDM (and, thus,
not present in the CDM), restored wild-type intracellular
multiplication to the AansP mutant (not shown).

As mentioned above, the AasnP mutant was able to
grow like wild-type F. novicida in CDMmi, (Fig. S3). This
implies that: (i) the AnsP protein is not required for the
capture of the amino acid present in the CDMmi,, and (ii)
that the amino acid(s) that is (are) not required for growth
of the AasnP mutant in CDM, become(s) essential for
growth in cells. Finally, each of the remaining amino acids
(i.e. from the non-essential and useful but non-essential
pools) was tested individually (Fig. 3C). These assays
demonstrated that only asparagine was capable of sup-
plementing the defect of the AansP mutant.

AnsP is an asparagine transporter required for
intracellular multiplication

The multiplication defect of the AansP mutant was spe-
cifically and totally restored by asparagine supplementa-
tion whereas the intracellular defect of the AFPI mutant
(Weiss et al., 2007) was not improved by asparagine sup-
plementation (Fig. 4A).

To further assess the specificity of the AnsP transporter,
we tested whether the growth defect suppression by free
asparagine was dose-dependent (Fig. 4B). Supplementa-
tion with asparagine at a final concentration of 0.03 mM
failed to completely restore bacterial multiplication in
infected J774 cells (the initial DMEM cell culture medium
is devoid of asparagine). Indeed, after 24 h, growth of the
AansP mutant was improved 10-fold as compared to
growth without asparagine, but was still 15-fold lower than
that of the parental strain. Supplementation with 0.3 mM
asparagine, significantly improved intracellular multiplica-
tion of the mutant but this was still fivefold lower than that
of the wild-type strain after 24 h. In contrast, addition of
3 mM asparagine restored wild-type multiplication levels.

The fact that the AansP mutant showed no apparent
defect in phagosomal escape prompted us to test the
impact of supplementation with asparagine (3 mM) at
later times during the infection of J774 macrophages.
Therefore, we supplemented the Aansp mutant with
asparagine after 1 h or after 4 h of infection (i.e. when the
mutant bacteria are in the cytosolic compartment but fail
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Fig. 4. Intracellular multiplication of the mutant AansP is fully and
specifically rescued by addition of asparagine.

A. When DMEM was supplemented with 3 mM asparagine (Asn),
intracellular growth of the AansP mutant was identical to that of
wild-type U112. In contrast, asparagine supplementation had no
effect on the AFPI mutant (AFPI).

B. When DMEM was supplemented with 0.03 mM or 0.3 mM Asn,
growth of the AansP mutants was only partially restored.

C. When DMEM was supplemented with 3 mM asparagine (Asn),
after 1 h of infection, intracellular growth of the AansP mutant was
restored to wild-type levels, at 10 h and 24 h. The same complete
restoration of multiplication of the AansP mutant was observed
when DMEM was supplemented with asn, after 4 h of infection.
**P < 0.01 (as determined by Student’s t-test).

to multiply normally). Remarkably, in both conditions, mul-
tiplication of the AansP mutant was restored to wild-type
levels already at 10 h and remained similar to the wild-
type strain after 24 h (Fig. 4C).

These results thus confirmed that the multiplication
defect of the AansP mutant is due to an asparagine
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uptake defect when the bacteria are present in the
cytosolic compartment of infected cells.

We then tested whether the addition of aspartic acid
and/or a source of ammonium (NH,CI) would also
restore intracellular growth of the mutant. In order to
avoid a possible inhibitory effect on phagosomal escape,
NH,Cl was added only 4 h after infection. Strikingly, only
the simultaneous addition of both aspartic acid (3 mM)
and NH4CI (1 mM) restored wild-type intracellular multi-
plication to the AansP mutant (Fig. 5A), implying either
that aspartic acid and ammonium serve as substrates
for the production of asparagine or, conversely, that
asparagine serves as a source of aspartic acid and
ammonium.

Finally, to test whether asparagine-containing dipep-
tides could also bypass AnsP function, we followed the
kinetics of intracellular multiplication of the AansP mutant
in J774 macrophages supplemented with either Leu—Asn
or Leu—Gly dipeptides (3 mM). The asparagine-containing
peptide restored wild-type multiplication of the mutant, but
the Leu—Gly peptides did not (Fig. 5B). This assay con-
firmed thus the specific asparagine requirement of the
AansP mutant for intracellular growth. As additional con-
trols, we tested two dipeptides containing either glutamate
(Glu—Gly) or aspartic acid (Asp—Gly). None of them com-
pensated the multiplication defect of the AansP mutant
(Fig. 5C).

We also constructed a chromosomal deletion mutant
(AFTL_1645) in F. tularensis LVS and evaluated its impact
on intracellular growth. Similar to our findings with
F. novicida, the F. tularensis LVSAFTL_ 1645 mutant had a
defect in intracellular multiplication in macrophages
(Fig. S5). In J774 cells, the AansP mutant of LVS showed
a fourfold reduction of intracellular bacteria after 24 h, and
an 11-fold reduction after 48 h, as compared to the paren-
tal LVS strain. Remarkably, as in F novicida, upon
supplementation of the culture media with asparagine
(3 mM), the AFTL_1645 mutant multiplied with wild-type
kinetics. These results strongly support the conserved
role of AnsP among Francisella species.

AnsP transports both aspartic acid and asparagine

Since asparagine is the amide derivative of aspartic acid,
we reasoned that AnsP might also be involved in the
transport of aspartic acid. We therefore first compared the
uptake of radiolabelled aspartic acid (**C-Asp) by wild-
type F. novicida to that of the AansP mutant. The wild-type
strain incorporated '“C-Asp more rapidly than the AansP
mutant, at 10 uM ™C-Asp (Fig. 6A). However, aspartic
acid incorporation was only partially affected in the AansP
mutant, at all time points tested. This prompted us to
evaluate the impact of ansP inactivation in a broad range
of aspartic acid concentrations (Fig. 6B). At all the con-
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Fig. 5. Intracellular multiplication is restored by simultaneous
addition of aspartic acid + ammonium or an asparagine-containing
dipeptide.

A. The simultaneous addition of aspartic acid and NH,CI restored
wild-type intracellular multiplication of the AansP mutant at all time
points; whereas the separate supplementation with either aspartic
acid (see Fig. 3C) or NH,CI (not shown) had no effect.

B and C. (B) Supplementation with the asparagine-containing
dipeptide leucine—asparagine (Leu—Asn) also fully restored
intracellular growth of AansP. In contrast, supplementation with the
dipeptides leucine-glycine (Leu—Gly), glutamate-glycine (Glu—Gly),
or aspartic acid-glycine (Asp—Gly) (C) had no effect.

centrations tested, aspartic acid incorporation was only
partially affected in the AansP mutant (approximately 60%
of the wild-type values) and the apparent Km of aspartic
acid transport was similar in both strains (approximately
20 uM). These data strongly suggested the presence of
additional aspartic acid transporter(s) in the AansP
mutant.

We then measured '“C-Asp incorporation in wild-type
F. novicida and in the AansP mutant, in the presence
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A. Uptake of 10 uM C-Asp by wild-type F. novicida and AansP mutant, over at 10 min period.

B. Kinetics of '“C-Asp uptake by wild-type F. novicida and AansP mutant at '*C-Asp concentrations ranging from 1 to 100 uM. The apparent
Km of "C-Asp transport for both strains (app. 20 uM) is indicated below the x-axis by an arrow.

C and D. (C) "C-Asp uptake by wild-type F. novicida or (D) AansP mutant, in the presence of either 100 uM of competing asparagine.

of increasing concentrations of competing asparagine
(Fig. 6C and D). Fully supporting our first results, addition
of asparagine reduced the incorporation of “C-Asp, at all
the concentrations tested in the wild-type strain. The
uptake of “C-Asp was not abrogated (40% to 60% reduc-
tion were recorded, with 100 uM cold asparagine), most
likely due to the presence of additional aspartic acid trans-
porter(s) in the strain. Interestingly, addition of asparagine
had no effect on the incorporation of “C-Asp in the AansP
mutant, strongly suggesting that the additional aspartic
acid transporters do not mediate asparagine transport in
the conditions tested. Altogether, these assays strongly
suggest that AnsP is involved in the transport of both
asparagine and aspartic acid; and that Francisella pos-
sesses additional aspartic acid transporter(s).

Contribution of AnsP to Francisella virulence

To determine if the AnsP protein played a role for the
ability of Francisella to cause disease, we performed in
vivo competition assays in 6- to 8-week-old BALB/c mice.
Groups of five mice were inoculated by the intraperitoneal
(i.p.) route with a 1:1 mixture of the wild-type F. novicida
and AansP mutant strains. Multiplication in the liver and
spleen was monitored at day 2 (Fig. 7). The competition
index (Cl), calculated in both target organs, was very low
(2-5 x 107*), demonstrating that gene ansP is critical for
virulence of F. novicida in the mouse model (Fig. 7).
Strikingly, upon treatment of the mice with asparagine
(3 i.p. injections with 0.5 ml of a 0.5 mM solution of
asparagine; see Experimental procedures), the Cl in both
organs raised approximately 1000-fold, in both liver and

spleen. This experiment demonstrated that asparagine
supplementation in vivo also restored virulence of the
AansP mutant.

Discussion

In order to survive and multiply within their hosts, intrac-
ellular bacterial pathogens must evade host innate
immune surveillance pathways (Jones et al., 2012). They
must also cope with a nutrient-restricted environment and
have therefore evolved uptake systems adapted to the
nutrient resources available in the host cell compartment
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Fig. 7. In vivo dissemination. Groups of five female BALB/c mice
were infected intraperitoneally (i.p.) with a 1:1 mixture of wild-type
F. novicida and AansP mutant strain (100 cfu of each). + Asn. Mice
were injected i.p. three times with 0.5 ml of a 0.5 mM solution of
asparagine: 1 day before infection, and twice after infection (after
6 h and 12 h). (-) non-pretreated mice. The data represent the
competitive index (Cl) value (in ordinate) for cfu of mutant/wild-type
in the liver (left part) and spleen (right part) of each mouse, 48 h
after infection divided by cfu of mutant/wild-type in the inoculum.
Bars represent the geometric mean Cl value.

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology




where they reside (Abu Kwaik and Bumann, 2013; Zhang
and Rubin, 2013). We report here the identification of a
novel amino acid transporter that is required for intracel-
lular multiplication and virulence of the facultative intrac-
ellular pathogen Francisella. We show that inactivation of
this transporter does not affect phagosomal escape but
prevents bacterial multiplication in the host cytosol. Impor-
tantly, this work unravels for the first time the critical role of
asparagine acquisition in the virulence of this pathogen.

The host cytosol, initially considered as a safe and
nutrient-replete haven (Ray et al., 2009), is now recog-
nized as a potentially life-threatening and nutrient-
deprived environment for invading bacteria. Intracellular
bacterial pathogens have therefore learned to adapt their
metabolism and are equipped with efficient uptake
systems, to capture limiting nutrients (amino acids, car-
bohydrates, ions, . . .) from the host. Furthermore, intrac-
ellular bacterial have also developed a variety of
strategies to modulate the nutritional content of the host
cell compartment where they reside.

To fulfil their needs in amino acids, intracellular bacteria
may take advantage of natural degradative pathways,
such as proteasomal degradation and autophagy, like
Legionella and Anaplasma, respectively (Price et al.,
2011; Niu et al., 2012), to access to plentiful sources of
amino acids. Indeed, L. pneumophila, which resides in a
vacuolar compartment that evades lysosomal fusion
and is remodelled by the endoplasmic reticulum, injects
the eukaryotic-like F box protein effector AnkB into the
infected host cells (Al-Quadan etal, 2012). After
lipidation by the host farnesylation machinery, AnkB
anchors to the vacuolar membrane and serves then as
a platform for the assembly of Lys48-linked poly-
ubiquitinated proteins. Their degradation by the host
proteasome generates elevated levels of amino acids,
which can be imported into the vacuole (Price etal.,
2011). The obligate intracellular bacterium Anaplasma
phagocytophilum, which replicates inside a membrane-
bound vacuole that resembles an early autophagosome
but that does not fuse to lysosomes (Niu et al., 2008), was
recently shown to actively induce autophagy, by secreting
the effector Ats-1. After translocation to the cytoplasm of
infected cells, a portion of Ats-1 interacts with the host
autophagosome initiation complex. Ats-1 autophago-
somes are then recruited to the vacuole containing bac-
teria. Upon fusion of the two outer membranes, the
autophagic content is released in the resulting vacuolar
compartment (Niu et al., 2012).

Of note, F. tularensis has been reported to induce the
formation of a multi-membranous, autophagosome-like
structure in primary murine macrophages, by Celli and
co-workers (Checroun et al., 2006), initially suggesting
that the bacterium might use autophagosome as an alter-
native intracellular survival niche. However, more recent

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology

Asparagine acquisition in Francisella pathogenesis 9

studies have shown that only replication-deficient and
chloramphenicol-treated F. tularensis were degraded via
canonical autophagy (Chong et al., 2012), implying that
wild-type F. tularensis avoids classical autophagy. Of par-
ticular interest, Steel et al. very recently reported (Steele
etal, 2013) that F tularensis induced autophagy in
infected mouse embryonic fibroblasts and primary human
monocytes. The authors showed that F tularensis not
only survived autophagy, but required autophagy for
optimal intracellular growth. F tularensis was shown
to be able to import amino acids derived from host pro-
teins. Furthermore, impaired intracellular growth upon
autophagy inhibition could be rescued by supplying
excess non-essential amino acids or pyruvate. Remark-
ably, F. tularensis intracellular replication was not affected
in ATG5-/— macrophages or ATG5-/— MEF cells, indicat-
ing that the canonical autophagy pathway was not
involved. Altogether, these data suggest that F. tularensis
induces an ATG5-independent autophagy process in
infected cells to obtain carbon and energy sources to
support their intracellular replication.

Supporting the notion that Legionella and Anaplasma
use these natural degradative pathways to acquire host
nutrients for their growth, inhibition of these pathways
(proteasomal degradation and autophagy respectively)
block bacterial multiplication. Remarkably, in both cases,
the resulting growth defects can be totally bypassed upon
supplementation with excess amino acids (Price et al.,
2011; Niu et al., 2012).

Alternatively, intracellular bacteria may also stop
growing to restrict their need as much as possible upon
amino acid starvation (Chlamydia); or be self-sufficient
and constitutively produce all their amino acids (Mycobac-
terium tuberculosis) (Zhang and Rubin, 2013). In the case
of Francisella, we have previously shown that the bacte-
rium used the cysteine-containing tripeptide glutathione
(GSH) as a source of cysteine, to replicate in infected
cells (Alkhuder etal, 2009), thus suggesting that
Francisella has evolved by exploiting the natural abun-
dance of GSH in the host cytosol to compensate its
natural auxotrophy for cysteine. We have also recently
shown that Francisella infection simultaneously up-
regulated the surface expression of the eukaryotic amino
acid transporter SLC1A5 and the downregulation of
SLC7A5, in infected monocytes (Barel et al., 2012). Since
both SLC7A5 and SLC1A5 work in concert to equilibrate
the cytoplasmic amino acid pool (Fuchs and Bode, 2005),
the differential effect of Francisella infection on their
expression could be profitable to the bacterium for
increasing the intracellular concentration of essential
amino acids. These two examples suggest that
Francisella is capable of triggering optimal intracellular
nutrient growth conditions as well as taking advantage of
abundant nutrients already present.
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Fig. 8. Model of asparagine uptake by intracellular Francisella. Intracellular asparagine is transported by AnsP (dark green) in the absence of
asparagine in the culture medium. In the absence of AnsP, the alternative amino acid permease P.. (bright green) allows asparagine entry,
when it is present at high concentration (in the mM range) in the culture medium. Pgppep (pale green). The dipeptide amino acid permease
allows asparagine-containing dipeptides entry. P, (blue). The amino acid permease allowing aspartic acid entry. P (grey). The permease
allowing ammonium entry. ® above the dotted grey arrow: Asparagine may either serve as a source of aspartic acid + ammonium (by the
action of asparaginases) or be generated from aspartic acid + ammonium (by the action of asparagine synthases). @ above the dotted grey
arrow: Asparagine is used as building block for protein synthesis. To the right. Upon entry into the bacterium via AnsP, asparagine can be
metabolized into aspartic acid; which in turn can be transformed into a variety of important metabolites via different enzymatic pathways.

The capacity of the host cell to adapt its metabolism for
starving the invading bacteria of essential nutrients has
led to the now widely accepted paradigm of ‘nutritional
immunity’ (Weinberg, 1975). In turn, the terms ‘nutritional
virulence’ have been very recently proposed to designate
the specific virulence properties of intracellular pathogens
(Abu Kwaik, 2013; Abu Kwaik and Bumann, 2013). We
found here that inactivation of the ansP gene (FTN_1586)
severely impaired Francisella intracellular multiplication in
all cell types studied and successfully identified aspara-
gine as the unique amino acid residue able to restore
normal intracellular multiplication of the AansP mutant.
Altogether, these data presented support the following
model that is depicted in Fig. 8: AnsP is an asparagine
transporter whose function is, not required in broth, but
essential inside host cells. Remarkably, in infected cells,
the absence of AnsP can be bypassed by alternative
(probably less efficient) amino acid transporters (Paa)
when the level of asparagine is high; and/or by peptide
transporters (Paipep) (Meibom and Charbit, 2010a) supply-
ing asparagine-containing peptides. The fact that aspara-
gine supplementation of the AansP mutant, even after 1 h
or 4 h of infection, completely alleviated the growth defect,
establishes that asparagine is specifically required for
bacterial multiplication in the cytosolic compartment of the
host. We found that AnsP was also involved in aspartic
acid transport. Remarkably, intracellular growth of the

AansP mutant was only restored when both aspartic acid
and ammonium were added, strongly suggesting that it is
primarily the role of asparagine transporter that is critical
for bacterial cytosolic multiplication.

Amino acids represent the major sources of carbon
and energy for Legionella and Francisella. Both species
have lost several of their amino acid biosynthetic path-
ways [arginine, serine, valine, threonine, methionine,
cysteine, for Legionella (Ristroph et al., 1981)]; arginine,
histidine, lysine, tyrosine, methionine, cysteine, for
Francisella (Larsson et al., 2005). Hence, they both rely
on the host to obtain these essential amino acids for
their intracellular multiplication. However, mammalian
cells are auxotrophic for several of these amino acids
(Young, 1994). Their intracellular concentration is thus
likely to be particularly critical for multiplication of these
pathogens.

Asparagine is a non-essential amino acid for
Francisella as well as for mammalian cells. Its physiologi-
cal intracellular concentration is estimated in the uM
range in mammalian cells (Rinehart and Canellakis, 1985;
Wang et al., 1998). The severe intracellular growth defect
of the ansP mutant suggests that this concentration of
asparagine is limiting for the multiplication of Francisella
in infected cells, in the absence of the AnsP transporter.
In vivo, the mammalian asparagine synthase (ASNS)
enzyme catalyses the conversion of L-aspartic acid and
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L-glutamine into L-asparagine and L-glutamate. However,
although ubiquitously expressed, the levels of ASNS
expression in adult animals may vary considerably among
tissues (Balasubramanian et al., 2013). Thus, Francisella
must cope with variable pools of asparagine during in vivo
dissemination.

Our data indicate that AnsP also transports aspartic
acid, an amino acid at the crossroad of numerous
important metabolic pathways, including the biogenesis
of several amino acids (asparagine, methionine, threo-
nine, isoleucine, alanine and lysine) and which can
also serve as a precursor for pyrimidine biogenesis.
The intracellular multiplication defect of the AansP
mutant might thus be the consequence of the reduced
capacity of the mutant to acquire both aspartic acid and
asparagine.

Of note, in silico analysis of the predicted proteome of
F. novicida revealed a broad heterogeneity in asparagine
residues content per protein (ranging from 17.6% to less
than 1% per coding sequence), with an average of 5.9%
(i.e. close to 1/20). This rules out the possibility that
asparagine acquisition might be needed due to an over-
representation of this amino acid residue in Francisella
proteins.

AnsP belongs to the Phagosomal transporter (Pht) sub-
class of MFS that is exclusively found among intracellular
pathogenic bacteria. As recalled in the Introduction,
L. pneumophila encodes the PhtA threonine transporter
(Sauer et al., 2005) that is required for intra-phagosomal
bacterial growth and differentiation. Threonine is an
essential amino acid for Legionella that is likely to be
present in limiting concentration in the host (human cells
are notably auxotroph for threonine). The growth defect of
phtA mutant could be abrogated by supplementation
with excess threonine or threonine-containing peptide,
supporting the notion that the Legionella-containing
phagosomes indeed do not contain sufficient peptides or
threonine to bypass the phtA defect.

Our study confirms that, at least some, Pht members
are involved in amino acid uptake but indicates that these
transporters are not restricted to bacteria residing exclu-
sively in a phagosomal compartment. This subfamily of
MFS transporter might therefore be renamed ICAATs (for
Intra Cellular Amino Acid Transporters). The present
study unravels for the first time the role of an MFS trans-
porter as a key player in Francisella intracellular nutrition,
further strengthening the link between nutrition and viru-
lence for intracellular pathogens. It is likely that a number
of other Francisella MFS members are specifically
involved in acquisition of other limiting intracellular sub-
strates, still to be discovered. More generally, it is rea-
sonable to assume that transporter family members
contribute to the intracellular nutrition of many (if not all)
intracellular bacteria and could thus constitute attractive
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targets for the rational design of molecules to manage
spread of these pathogens.

Experimental procedures
Bacterial strains and plasmids

Francisella tularensis subsp. tularensis strain U112 (kindly pro-
vided by A. Sjéstedt) and its derivatives were grown: (i) in liquid,
on Schaedler broth (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France), Tryptic
Soya broth supplemented with cysteine (Becton, Dickinson
and company) or Chamberlain chemically defined medium
(Chamberlain, 1965), and (ii) in solid, on pre-made chocolate
agar PolyViteX (BioMerieux SA Marcy I'Etoile, France) or choco-
late plates prepared from GC medium base, IsoVitalex vitamins
and haemoglobin (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), at
37°C. Escherichia coli was grown in LB (Luria—Bertani, Difco)
at 37°C. Ampicillin was used at a final concentration of
100 ug mi~" to select recombinant E. coli carrying pGEM and its
derivatives. All bacterial strains, plasmids and primers used in
this study are listed in Table S1.

Metabolic profiling was tested, using Biolog Phenotypic
Microarray GNII plates. A positive respiration pattern (visualized
by the appearance of a dark colour in the well) reflects the
capacity of the bacterium to utilize the carbon sources tested.
Each plate contained 96 different carbon sources, each present
in non-limiting amounts. The assay was performed according to
the Biolog guidelines (available at the internet site http://
www.biolog.com).

Bioinformatic analyses

Secondary structure predictions were performed using the
program  HMM™ available at the internet site http://
www.cbs.dtu.dk).

Construction of a chromosomal deletion mutants

AansP. We generated a chromosomal deletion of gene ansP in
wild-type F. novicida strain U112 (AFTN_1586), by allelic replace-
ment of the wild-type region with a mutated region deleted of the
entire gene (from the start codon to the TAA stop codon), substi-
tuted by the kanamycin (Kan) resistance gene npt placed under
the control of the pgro promoter. First, the two regions (c. 600 bp
each) flanking gene ansP (designated FTN_1586up and
FTN_1586down respectively), and the npt gene [1161 bp, ampli-
fied from plasmid pFNLTP16H3 (Maier et al., 2006)] were ampli-
fied by PCR using the following pairs of primers: (i) FTN_1586up,
p3/p4; FTN_1586down, p5/p6, (i) npt, p1/p2. The region
FTN_1586up-npt (c. 1700 bp) was then amplified by overlap
PCR, using the FTN_1586-up and npt products, and cloned into
pGEM-T easy vector to yield plasmid pGEM FTN_1586-up/npt.
The fragment FTN_1586-down was finally digested with Pstl
and Sall (New England Biolabs) and subcloned into the corre-
sponding sites of plasmid pGEM-FTN_1586up-npt (immediately
downstream of the npt gene) to yield plasmid pGEM-
FTN_1586up-npt-FTN_1586down. This plasmid was used as a
template for the amplification of a 2260 bp fragment comprising
FTN_1586up-npt-FTN_1586down, using primers p9/p10. This
PCR product was gel purified (using the QlAquick Gel extraction
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kit, QlAgen) and directly used to transform wild-type U112.
Recombinant bacteria, resulting from allelic replacement of
the wild-type region with the mutated FTN_1586up/npt/
FTN_1586down region, were selected on Kan-containing plates
(10 ug mI™"). The mutant strain, designated AansP was checked
for loss of the wild-type ansP gene, using specific primers, and by
PCR sequencing (GATC Biotech).

AFTL_1645. We also generated a chromosomal deletion of the
orthologous gene FTL_1645 in F. tularensis subsp. holarctica
strain LVS. For this, we used the counter selectable plasmid
pMP812 (LoVullo etal., 2009). The recombinant plasmid
pMP812-AFTL_1645 was constructed by overlap PCR. Primers
p15/p16 amplified the 994 bp region upstream of position +1 of
the FTL_1645 coding sequence, and primers p17/p18 amplified
the 1012 bp region immediately downstream of the FTL_1645
stop codon (Table S1). Primers p16/p17 have an overlapping
sequence of 23 nucleotides, resulting in complete deletion of the
FTL_1645 coding sequence after cross-over PCR. PCR reac-
tions with primers p15/p16 and p17/p18 were performed with
exTaq polymerase (Fermentas). The products were purified using
the QlAquick PCR purification kit (QIAgen, CA). 200 uM of each
was used as a template for PCR with primers p15/p18 and
treated with 30 cycles of PCR (94°C for 30 s, 54°C for 30 s and
72°C for 120 s). The gel-purified 1996 bp fragment was digested
with BamHI and Notl (New England Biolabs) and cloned into
BamHI-Notl digested pMP812 (LoVullo etal, 2009). The
plasmid is introduced into F. tularensis LVS by electroporation.
F. tularensis LVS was grown to ODggo 0.3-0.6 in Schaedler-K3
broth; bacteria were collected and washed twice with 0.5 M
sucrose. Bacteria were suspended in 0.6 ml of 0.5 M sucrose
and 200 ul was used immediately for electroporation in a 0.2 cm
cuvette (2.5 kV, 25 mF, 600 W). After electroporation, bacteria
were mixed with 1 ml of Schaedler-K3 broth and incubated
at 37°C for 6 h before selection on chocolate agar (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) and 5 ug ml~" Kan. Colonies appeared after
3 days of incubation at 37°C and were subsequently passed once
on plates with selection, followed by a passage in liquid medium
without selection (to allow recombination to occur). Next, bacteria
were passed once on agar plates containing 5% sucrose. Iso-
lated colonies were checked for loss of the wild-type FTL_1645
gene by size analysis of the fragment obtained after PCR using
primers combination p15/p18, p33/p18 and p15/p34. One colony
harbouring a FTL_1645 deletion, as determined by PCR analy-
sis, was used for further studies. Genomic DNA was isolated and
used as the template in a PCR with primers p33/p34. The PCR
product was directly sequenced using primers p33/p34 to verify
the complete deletion of the FTL_1645 gene.

Functional complementation

The plasmid used for complementation of the AansP mutant,
pKK214-pgro-ansP, was constructed by overlap PCR. Primers
p13/p14 amplified the wild-type ansP gene (1454 bp), and the
primers p11/p12 amplified the 333 bp of the pgro promoter.
Primers p12/p13 have an overlapping sequence of 20
nucleotides. PCR reactions with primer pairs p11/p12 and p13/
p14, were performed with exTaq polymerase (Fermentas), and
the products were purified using the QlAquick PCR purification kit
(QlAgen, CA). 200 uM of each amplification product was used as
a template for PCR with primers p11/p13 and treated with 30

cycles of PCR (94°C for 30 s, 54°C for 30 s and 72°C for 120 s).
The gel-purified 1787 bp fragment was digested with Smal and
Pstl (New England Biolabs) and cloned into Smal—-Pstl-digested
pKK214. The plasmids pKK214 (empty plasmid) and pKK214-
pgro-ansP (complementing plasmid) were introduced into U112
and the AansP mutant by electroporation.

Growth kinetics in broth

Stationary-phase bacterial cultures of wild-type U112 and
U112AansP mutant strains were diluted at a final ODggo 0f 0.1 in
tryptic soya broth (TSB). Every hour, the ODgo of the culture
wads measured, during a 9 h period.

Transport assays

Cells were grown in Chamberlain medium to mid-exponential
phase and then harvested by centrifugation and washed twice
with Chamberlain without amino acid. The cells were suspended
at a final ODgo Of 0.5 in the same medium containing 50 pug mi-"'
of chloramphenicol. After 15 min of pre-incubation at 25°C,
uptake was started by the addition of L-[U-'*C] aspartic acid
(Perkin Elmer), at various concentrations (**C-Asp ranging from 1
to 100 uM); with or without competitor asparagine, at various
concentrations (Asn ranging from 10uM to 1 mM). The
radiolabelled '“C-Asp was at a specific activity of 7.4
GBg mmol~'. Samples (100 ul of bacterial suspension) were
removed at regular intervals and collected by vacuum filtration on
membrane filters (Millipore type HA, 25 mm, 0.22 um) and rapidly
washed with Chamberlain without amino acid (2 x 5 ml). At the
end of each experiment, the filters were transferred to scintillation
vials and counted in a Hidex 300 scintillation counter. The counts
per minute (cpm) were converted to picomoles of amino acid
taken up per sample, using a standard derived by counting a
known quantity of the same isotope under similar conditions.

Multiplication in macrophages

J774 (ATCC TIB67), BMM (ATCC TIB-202) and HepG-2 (ATCC
HB 8065) cells were propagated in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) containing 10% fetal calf serum. Cells were
seeded at a concentration of 2 x 10° cells per well in 12-well cells
tissue plates, and monolayers were used at 24 h after seeding.
J774, BMM and HepG2 macrophages monolayers were incu-
bated for 60 min at 37°C with the bacterial suspensions (multi-
plicity of infection of 100) to allow the bacteria to enter. After
washing (time zero of the kinetic analysis), the cells were
incubated in fresh culture medium containing gentamicin
(10 ug mlI™") to kill extracellular bacteria.

At several time points, cells were washed three times in
DMEM, macrophages were lysed by addition of water and the
titre of viable bacteria released from the cells was determined by
spreading preparations on chocolate agar plates. For each strain
and time in an experiment, the assay was performed in triplicate.
Each experiment was independently repeated at least three
times, and the data presented originate from one typical experi-
ment. For AansP suppression experiments, amino acids or
peptides were added to 3 mM at the time of infection and main-
tained throughout the infection.
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Electron microscopy

J774 cells were infected with wild-type F. novicida and mutant
AansP bacteria. Samples for electron microscopy were prepared
using the thin-sectioning procedure as previously described
(Alkhuder et al., 2009).

Confocal experiments

J774 cells were infected with wild-type F. novicida, AansP or
AFPI, strains for 1 h, 4 h and 10 h at 37°C, and were washed in
KHM (110 mM potassium acetate, 20 mM Hepes, 2 mM MgCl,).
Cells were incubated for 1 min with digitonin (50 ug mI™') to
permeabilize membranes. Then cells were incubated for 15 min
at 37°C with primary anti-F. novicida mouse monoclonal antibody
(1/500 final dilution). After washing, cells were incubated for
15 min at 37°C with secondary antibody (Ab) (Alexa Fluor 488-
labelled GAM, 1/400 final dilution) in the dark. After washing, cells
were fixed with PFA 4% for 15 min at room temperature (RT) and
incubated for 10 min at RT with 50 mM NH,CI to quench residual
aldehydes. After washing with PBS, cells were incubated for
30 min at RT with primary anti-LAMP1 Ab (1/100 final dilution) in
a mix with PBS, 0.1% saponine and 5% goat serum. After
washing with PBS, cells were incubated for 30 min at RT with
secondary anti-rabbit Ab (Alexa 546-labelled, 1/400 dilution).
DAPI was added (1/5000 final dilution) for 1 min. After washing,
the glass coverslips were mounted in Mowiol. Cells were exam-
ined using an X63 oil-immersion objective on a LeicaTSP SP5
confocal microscope. Colocalization tests were performed by
using Image J software; and mean numbers were calculated on
more than 500 cells for each condition. Confocal microscopy
analyses were performed at the Cell Imaging Facility (Faculté de
Médecine Necker Enfants-Malades).

Phagosome permeabilization assay

Quantification of phagosome permeabilization/vacuolar escape
using the B-lactamase-CCF4 assay (Life technologies) was
performed following manufacturer's instructions. Briefly,
macrophages were infected as previously described for 1 h,
washed and incubated in CCF4 for 1 h at room temperature in
the presence of 2.5 mM probenicid (Sigma). Cells were collected
by gentle scraping and analysed by flow cytometry on a canto 2
cytometer (BD Bioscience) without any fixation step. Propidium
iodide-negative cells were considered for the quantification of
cells containing cytosolic F. novicida using excitation at 405 nm
and detection at 450 nm (cleaved CCF4) or 535 nm (intact
CCF4).

Mice infections

All experimental procedures involving animals were conducted in
accordance with guidelines established by the French and Euro-
pean regulations for the care and use of laboratory animals
(Décrets 87-848, 2001-464, 2001-486 and 2001-131 and Euro-
pean Directive 2010/63/UE) and approved by the INSERM Ethics
Committee (Authorization Number: 75-906).

Wild-type F. novicida and mutant strains were grown in TSB to
exponential growth phase and diluted to the appropriate concen-
trations. Six- to 8-week-old female BALB/c mice (Janvier, Le
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Genest St Isle, France) were intraperitoneally (i.p.) inoculated
with 200 pl of bacterial suspension. The actual number of viable
bacteria in the inoculum was determined by plating dilutions of
the bacterial suspension on chocolate plates. For competitive
infections, wild-type F. novicida and mutant bacteria were mixed
in 1:1 ratio and a total of 100 bacteria were used for infection of
each of five mice. After 2 days, mice were sacrificed. Homog-
enized spleen and liver tissue from the five mice in one experi-
ment were mixed, diluted and spread on to chocolate agar plates.
Kanamycin selection to distinguish wild-type and mutant bacteria
were performed. For AansP supplementation experiments,
asparagine was injected i.p. into mice (500 pl of a 0.5 mM solu-
tion) 14 h before infection and during infection, at days 1 and 2.
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Supplemental Experimental procedures

Fig. S1. The gene ansP of F. novicida.

A. Schematic organization of the ansP region. The ansP gene of
F. novicida is flanked by two genes in the same orientation
(FTN_1587, upstream; and FTN_1585, downstream), separated
by intergenic regions (69 bp and 56 bp respectively).

B. RACE PCR. The transcription start of ansP, determined by
RACE PCR, is shown. The putative 6"°-dependent —10 and —-35
sequences are in red. The translation start codon of ansP and the
preceding putative Shine-Dalgarno sequence (SD) are in italics
and underlined.

C. Quantitative real-time RT-PCR. Quantification of FTN_1585
and FTN_1587 expression in wild-type F. novicida (WT) or AansP
mutant were performed in TSB at 37°C. qRT-PCRs were per-
formed twice using independent samples (in triplicate).

Fig. S2. The AnsP protein is highly conserved among
Francisella subspecies. Left panel. Multiple amino acid sequence
alignments (CLUSTAL 2.1) of FTN_1586 (AnsP) with its
orthologues in F tularensis subsp. holarctica (FTL_1645),
F. tularensis subsp. mediasiatica (FTM_0191) and F. tularensis
subsp. tularensis (FTT_0129). In the KEGG database, two of the
four proteins have slightly different sizes due to different pre-
dicted start codons. Right panel. In LVS, the predicted protein
FTL_1645 is 403 aa in length (i.e. 30aa shorter than in
F. novicida FTN_1586). In Schu S4, the predicted protein
FTT_0121 is 422 aa in length (i.e. 15 aa shorter than F. novicida
FTN_1586). However, a careful inspection of the proximal and
upstream portions of the four gene sequences, revealed the
presence of a single base difference at codon 16 (F. novicida
nomenclature) leading to a TCG to TTG codon modification
(changing serine16 in FTN_1586 to leucine, in the proteins from
three other subspecies). The four proteins are thus likely to
encode a 437 aa protein, except FTL_1645 that is four amino
acid shorter at its C-terminus.

Fig. S3. Growth in CDM.

A. Setting up of a modified chemically defined medium (CDMmin).
We re-evaluated systematically the actual amino acid require-
ment of F. novicida U112 in chemically defined medium (CDM)
(Chamberlain, 1965). Bacterial growth was assayed in CDM
devoid of each individual amino acid (left column, CDM amino
acid). This led us to redefine three classes of amino acids (right
column, amino acid types). Essential amino acids (E-AAs):
means, if absent, no growth. Useful non-essential (UNE-AAs):
means, if absent growth impaired but not abolished. Non-
essential (NE-AAs): means U112 is prototroph for all these amino
acids (threonine, valine, asparagine, alanine, glutamic acid,
glutamine, glycine, phenylalanine, tryptophane). Confirming
earlier reports, the E-AAs were: arginine, histidine, lysine,
methionine, tyrosine, cysteine. CDMp, contains all the amino
acids required for optimal growth of U112. It corresponds to
classical Chamberlain medium (CDM) without threonine and
valine.
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B. Growth of WT and AansP strains in CDMmi, at 37°C.

Fig. S4. Biolog GN Il plate assay. The list of substrates that
Francisella actually metabolizes is shown to the right of the
figure. ++, dark blue staining; +, pale blue staining.

Fig. S5. Intracellular multiplication defect of the mutant AansPin
LVS is fully rescued by addition of asparagine. The intracellular
multiplication of the AFTL_1645 mutant was impaired in J774

macrophages as compared to wild-type LVS (> 10-fold reduction
of bacterial counts after 48 h). When DMEM was supplemented
with 3 mM asparagine (+asn), intracellular growth of the
AFTL_1645 mutant was identical to that of wild-type LVS
(+/- asn).

Table S1. Strains, plasmids and primers used in this study.

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, Cellular Microbiology
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Supplemental Experimental procedures

Isolation of total RNA and reverse transcription

Bacteria were centrifuged for 2 min in a microcentrifuge at room temperature and the
pellet was quickly re-suspended in Trizol solution (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Samples were either processed immediately or frozen and stored at -80°C. Samples
were treated with chloroform and the aqueous phase was used in the RNeasy Clean-
up protocol (Qiagen, Valencia, CA, USA) with an on-column DNase digestion of 30
min [Thompson, 2003 #358].

RNA Reverse transcription (RT)-PCR experiments were carried out with 500 ng of
RNA and 2 pmol of specific reverse primers, for each amplification reaction. After
denaturation at 65°C for 5 min, 6 yL of the mixture containing 4 uL. of 5X first strand
buffer, 2 uLL of 0,IM DTT and 1 uL of Superscript II RT (Thermo Scientific).
Samples were incubated for 50 min at 42°C, heated at 70°C for 15 min and chilled on
ice. Samples were diluted with 180 L of H,O and stored at —20°C. PCR conditions
were identical for all reactions.

The following pair of primers was used to amplify the mRNA corresponding to the

transcript of FTL_1585 and FTN_1587: p27/p29 and p26/ p28, respectively.
Similarly, to amplify the mRNA corresponding to the transcript of two (or more)
consecutive genes, one primer was chosen in the distal part of the first gene and the
other in the proximal part of the last gene (for FTN_I1585/FTN_1586: primers p24/
p30; for FTN_1586/FTN_1587: primers p29/ p31; see Table S1).

Quantitative real-time RT-PCR

F. novicida U112 and mutant strains were grown at 37°C from OD,, ~ 0.1. After 4h
of incubation, samples were harvested and RNA was isolated. 500 ng of RNA was
reverse transcribed: the 25 uL reaction consisted of 5 uL. of cDNA template, 12,5 uL
of Fastart SYBR Green Master (Roche Diagnostics), 2 uLL of 10 gmol of each primer

and 3,5 uL of water. qRT-PCR was performed according manufacturer's protocol on

Applied Biosystems - 7900HT Fast-Real-Time PCR System (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). To calculate the amount of gene-specific transcript, a standard curve was

plotted for each primer set using a series of diluted genomic DNA from U112. The
amounts of FTN_1585, FTN_1586, and FTN_1587 transcripts were normalized to the
DNA helicase gene (FTN_1594) transcript, whose expression is only slightly changed
during growth [Brotcke, 2006 #463].

Determination of transcription start site

The 5’ end of the ansP mRNA was determined by employing the method of rapid
amplification of cDNA ends (5 -RACE) using the 5/3-RACE kit from Invitrogen. One
microgram of RNA isolated from U112 grown in Schaedler-K3 medium in
exponential phase was used as the template for cDNA synthesis with the gene-specific
primer p19 (Table S1). The cDNA was purified using the QIAquick PCR purification
kit (Qiagen, Valencia, CA), poly(C) tailed at the 3’ end, and amplified by PCR using
the gene-specific primer p19 and the poly(A) tail-specific primer oligo(dG) anchor.
An aliquot of the PCR product was used as the template in a second PCR with primer



48
49
50

51

52

53

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

65

p20 and PCR anchor primers. The PCR product obtained was directly sequenced and
gave position -24 as the 5’ end relative to the translational start.
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Figure S1. The gene ansP of F. novicida

(A) Schematic organization of the ansP region. The ansP gene of F. novicida is
flanked by two genes in the same orientation (FTN_1587, upstream; and FTN_1585,
downstream), separated by intergenic regions (69 bp and 56 b, respectively).

(B) RACE PCR. The transcription start of ansP, determined by RACE PCR, is shown.
The putative 0'’-dependent -10 and -35 sequences are in red. The translation start
codon of ansP and the preceding putative Shine-Dalgarno sequence (SD) are in italics
and underlined.

(C) Quantitative real-time RT-PCR. Quantification of FTN_1585 and FTN_1587
expression in wild-type F. novicida (WT) or AansP mutant were performed in TSB at
37°C. qRT-PCRs were performed twice using independent samples (in triplicate).
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Fig. S2. The AnsP protein is highly conserved among Francisella
subspecies

Left panel. Multiple amino acid sequence alignments (CLUSTAL 2.1) of FTN_1586
(AnsP) with its orthologues in F. tularensis subsp holarctica (FTL_1645), F.
tularensis subsp mediasiatica (FTM_0191), and F. tularensis subsp tularensis
(FTT_0129). In the KEGG database, two of the four proteins have slightly different
sizes due to different predicted start codons.

Right panel. In LVS, the predicted protein FTL_1645 is 403 aa in length (ie. 30 aa
shorter than in F. novicida FTN_1586). In Schu S4, the predicted protein FTT_0121
is 422 aa in length (ie. 15 aa shorter than F'. novicida FTN_1586). However, a careful
inspection of the proximal and upstream portions of the four gene sequences, revealed
the presence of a single base difference at codon 16 (F. novicida nomenclature)
leading to a TCG to TTG codon modification (changing serinel6 in FTN_1586 to
leucine, in the proteins from three other subspecies). The four proteins are thus likely
to encode a 437 aa protein, except FTL_1645 that is four amino acid shorter at its C-
terminus.
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Figure S3. Growth in CDM

(A) Setting up of a modified chemically defined medium (CDM,,;,)

We re-evaluated systematically the actual amino acid requirement of F. novicida
U112 in chemically-defined medium (CDM) [29]. Bacterial growth was assayed in
CDM devoid of each individual amino acid (left column, CDM amino acid). This led
us to redefine three classes of amino acids (right column, amino acid types). Essential
amino acids (E-AAs): means, if absent, no growth. Useful non-essential (UNE-AAs):
means, if absent growth impaired but not abolished. Non-essential (NE-AAs): means
U112 is prototroph for all these amino acids (threonine, valine, asparagine, alanine,
glutamic acid, glutamine, glycine, phenylalanine, tryptophane). Confirming earlier
reports, the E-AAs were: arginine, histidine, lysine, methionine, tyrosine, cysteine.
CDM,,;, contains all the amino acids required for optimal growth of U112. It
corresponds to classical Chamberlain medium (CDM) without threonine and valine.
(B) Growth of WT and AansP strains in CDM,__. at 37°C

min
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Figure S5. Intracellular multiplication defect of the mutant AansP in LVS
is fully rescued by addition of asparagine.

The intracellular multiplication of the AFTL_I1645 mutant was impaired in J774
macrophages as compared to wild-type LVS (>10-fold reduction of bacterial counts
after 48 h). When DMEM was supplemented with 3 mM asparagine (+ asn),
intracellular growth of the AFTL_1645 mutant was identical to that of wild-type LVS
(+/- asn).
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127 Table S1 : Strains, plasmids and primers used in this study
128
Strains, plasmids, Description or sequence (5°_3’) Reference or source
primers
Strains
E.coli K12 TOP 10 Invitrogen
Ul12 F. tularensis ssp novicida U112 T. Henry
UL12AFPI Chromosomal deletion of the entire Francisella Weiss et al. (2007)
pathogenicity island (FPI)
Ul12AansP Chromosomal deletion of FTN_1586 substituted by a npt- This work
encoded kanamycine resistance cassette.
U112 AansP U112 AansP containing complementing plasmid pFNLTP6 | This work
(pFNLTP6 pgro-FTN_1586
pgro-ansP)
LVS F. tularensis ssp holarctica strain LVS A. Sjostedt
LVSAFTL_ 1654 Chromosomal deletion of FTL_ 1645 This work
LVS AFTL_1645 |LVSAFTN_1645 containing complementing plasmid This work
(pFNLTP6pgro- pENLTPG6 pgro- FTL_1645
FTL_1645)
Plasmids
pGEM E. coli cloning vector; Amp® Promega
pGEM-FTN_1586 |pGEM containing the indel; Kan® Amp® This work
up/kan/down
pGEM-FTL_1645 |pGEM containing the indel; Amp"® This work
up /down
pENLTP6 pgro E. coli/ F. tularensis shuttle vector; Kan® Amp"® Maier et al. (2006)
Expression of the kanamycine resistance npt gene under pgro
promoter control
pFNLTP6 pgro- pFNLTP6 pgro containing the gene FTN_1586 This work
FTN_1586
pFNLTP6 pgro- pFNLTP6 pgro containing the gene FTL_1645 This work
FTL_1645
pMP812 sacB suicide vector, Kan® LoVullo et al. (2009)
pMP812- pMP812 containing the indel; Kan® This work

FTL_1645 up/down
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130
oligonucleotide number Sequence (5' to 3' direction)

5' pgro-Kan_F pl TTGTATGGATTAGTCGAGCTAAA
3' npt-Kan_R p2 TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG
5' FTN1586_upstreamF p3 CAGATAGAATATCAGGTAGCGC
3'FTN1586_upstreamR p4 TTTAGCTCGACTAATCCATACAACTCAAGATTATGCTCGAAAAGC
5' FTN1586_downstreamF-Pst] p5 AACTGCAGATGGCTTTGAGCAGCTTATAGC
3'FTN1586_downstreamR-Sall po ACGCGTCGACCTACAACCAGACCGGTATTTTC
SP6 p7 ATTTAGGTGACACTATAG
T7P P8 TAATACGACTCACTATAGG
5'FTN_1586 po AGAGAGGTAATGAAGTTGTTG
3'"FTN_1586 pl0 CTCTAGCACCTTCAACGTTATC
5' pgro-F-Smal pll TCCTACCCGGGTTGTATGGAT
3' pgro-R pl2 CTCTCTAATAATCAATCAGTTTATTGCACGACGAACTAATACTC
5'FTN_1586-F pl3 ATAAACTGATTGATTATTAG
3' FTN_1586-R-Pstl pl4 GTGAACTGCAGCTTGTTGTACCTTGATCTACAGCTAA
5' FTL_1645_upstreamF-BamHI pl5 TTCGGATCCTGATACGCACCTGTAAGTATTCT
3' FTL_1645_upstreamR pl6 CCACTTTTAGGATATGTATAACTGAAAATGTATTTTAGATATCTCAAC
5' FTL_1645_downstreamF pl7 TTTTCAGTTAATATCCTAAAAGTGGTTGGGTAGAACATG
3'FTL_1645_downstreamR-notl pl8 TAATAGCGGCCGCTAGCTCACGCTTTGTATCACGGGTAAT
5'race GSP1_FTN_1586 p19 GCATGATCTTTTTGACACCA
3'race GSP2_FTN_1586 p20 AATCTCAAGATTCCTGCTGGAAG
5'qRT FTN_1585 p21 GGGACTAGTGCGTTCTGCTGA
3' qRT FTN_1585 p22 | GCCAAGACCAACAAACGCAGG
5' qRT FTN_1586 p23 | TGGGGTGGAATGCAAGCCGTC
3'qRT FTN_1586 p24 | TTTACAGCAGCAATACCGCTT
5' qRT FTN_1587 p25 ACGGGGAACAGTTTTAGGAG
3' qRT FTN_1587 p26 | TGTACGACCACTTGCAAAAGC
5'RT FTN_1585 p27 CAAGGTACAACAAGTTCACGAG
5'RT FTN_1587 p28 AGAGAGGTAATGAAGTTGTTG
3'RT FTN_1585 P29 CTCTAGCACCTTCAACGTTATC
3'RT FTN_1587 p30 CCCGAGCCCTAATTATAAATTC
5' FTL_1645 upstream p31 TATCAGCTGCTTACCTCTTTTTAGG
3'FTL_1645 downstream p32 TGTGATGCTATCTCTTATGTGTTTAA

131
132
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Transport des acides aminés branchés et virulence

de Francisella tularensis

Dans la deuxiéme partie de mon travail expérimental, nous avons choisi d’étudier un
second transporteur prédit d’acides aminés de la sous-famille des Pht, désigné IleP

(FTN_1654 chez F. novicida).

L’importance du transporteur IleP dans la virulence des différentes sous-espéces de
Francisella a été démontrée aussi bien in vitro qu’in vivo (Jones et al., 2012; Marohn et al.,
2012; Moule et al., 2010; Peng and Monack, 2010; Qin and Mann, 2006; Weiss et al., 2007).
In vitro, la délétion du gene ileP chez les souches SCHU S4, LVS ou U112 entraine une
diminution de la multiplication intracellulaire dans les cellules HepG2, les macrophages
primaires murins et les macrophages murins J774 (Marohn et al., 2012; Qin and Mann, 2006).
In vivo, la délétion du gene ansP entraine une diminution de la virulence des souches U112 et
LVS dans les drosophiles et la souris BALB/c (Marohn et al., 2012; Moule et al., 2010; Peng
and Monack, 2010; Weiss, 2002).

Nos travaux ont permis de mettre en évidence, chez F. novicida, un fort défaut de
croissance en milieu synthétique ainsi qu’une trés forte atténuation de la virulence dans le
modele murin du mutant dans le géne codant pour IleP. Cette diminution de la croissance en
milieu synthétique, indiquant un défaut de transport d’un ou de plusieurs acides aminés
présents dans le milieu synthétique, est aboli par ’ajout de thréonine. Chez une souche
sauvage de F. novicida, I’absence d’isoleucine, un des acides aminés du milieu synthétique,
n’est pas délétere pour la croissance bactérienne uniquement dans le cas d’un milieu
supplémenté par de la thréonine. En effet, il s’avére que la thréonine est un substrat
permettant la synthése des acides aminés branchés, la leucine, 1’isoleucine et la valine. Par la
suite, des expériences de transport d’acides aminés ont permis de mettre en évidence le
transport d’isoleucine et de leucine par IleP.

A T’inverse, chez F. tularensis subsp holarctica, 1a voie de biosynthése de ’isoleucine via
la thréonine n’étant pas présente, la bactérie est totalement dépendante d’un apport extérieur

en isoleucine.
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Cette étude nous a permis d’illustrer deux aspects de la virulence nutritionnelle de F.
tularensis. D’une part, nous avons pu mettre en évidence I’importance de la captation des
acides aminés branchés, a la fois pour la sortie rapide du phagosome et pour la multiplication
intracellulaire de F. tularensis. D’autre part, la mise en lumiére de la perte de la voie de
biosynthése des acides aminés branchés via la thréonine chez les sous-espéces les plus
virulentes de F. tularensis (sous-espéces tularensis et holarctica), illustre bien le phénomeéne
d’adaptation a I’hdte par réduction du génome qu’utilisent de nombreuses bactéries

intracellulaires.
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ABSTRACT

Intracellular bacterial pathogens have adapted their metabolism to optimally utilize the
nutrients available in infected host cells. We recently reported the identification of an
asparagine transporter required specifically for cytosolic multiplication of Francisella. In the
present work, we characterized a new member of the Major Super Family (MSF) of
transporters, involved in isoleucine uptake. We show that this transporter (hereafter
designated lleP) plays a critical role in intracellular metabolic adaptation of Francisella.
Inactivation of lleP severely impaired intracellular F. tularensis subsp. novicida multiplication
in all cell types tested and reduced bacterial virulence in the mouse model. Inactivation of
lleP in F. tularensis subsp. holarctica LVS provoked comparable intracellular growth defects,
confirming the critical role of this transporter in isoleucine uptake.

The data presented unravel, for the first time, the importance of isoleucine utilization for
efficient phagosomal escape and cytosolic multiplication of Francisella and suggest that
virulent F. tularensis subspecies have lost their branched-chain amino acids biosynthetic
pathways to rely exclusively on dedicated uptake systems. This loss of function is likely to
reflect an evolution toward a predominantly intracellular life style of the pathogen. Amino
acid transporters should be thus considered as major players in the adaptation of

intracellular pathogens.
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IMPORTANCE

Intracellular pathogens have evolved to optimally utilize the nutrients available in infected
host cells for their survival and multiplication. Some bacteria such as Francisella tularensis
use amino acids as major carbon, nitrogen and energy sources. We show here that this
bacterium critically relies on an isoleucine transporter (designated lleP) for phagosomal
escape, intracellular multiplication and in vivo dissemination. The comparison of the role of
lleP in two subspecies of F. tularensis suggest that virulent subspecies have lost their
capacity to biosynthesize branched-chain amino acids to rely exclusively on uptake systems.
This loss of function is likely to reflect an evolution toward a predominantly intracellular life

style.
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INTRODUCTION

Francisella tularensis is a Gram-negative bacterium causing the zoonotic disease tularaemia
in a broad variety of animal species (37). Humans can be infected by this highly infectious
pathogen by different means, including direct contact with sick animals, inhalation, insect
bites or ingestion of contaminated water or food. Four different subspecies (subsp.) of F.
tularensis that differ in virulence and geographic distribution exist, designated subsp.
tularensis, holarctica, mediasiatica and novicida, respectively. F. tularensis subsp. novicida
(or F. novicida) is considered non-pathogenic for non-immunocompromized humans but is
fully virulent for mice and is widely used as a model to study highly virulent subspecies.
Francisella virulence is tightly linked to its capacity to multiply intracellularly, in the
cytosolic compartment of infected host cells (7, 34). Macrophages are one of the primary
intracellular niches for Francisella survival in the host. Recent studies from our group (2, 12,
32), and several others groups (23, 25, 36, 40), have highlighted the importance of nutrient
acquisition and metabolic adaptations in Francisella pathogenesis. In particular, amino acids
are thought to represent major sources of carbon and energy for F. tularensis (20, 31, 40).
However, the mammalian cell cytosol contains variable amounts of amino acids. In particular,
cells are auxotrophic for a number of amino acids, including Leu, Ile,Val and Thr (28) and
must therefore rely mainly on their import from the sources available in the external
medium.

Interestingly, a recent study has shown that F. tularensis was able to boost the intracellular
levels of all amino acids by triggering the host macroautophagy degradation machinery (40).
To utilize these intracellular sources of amino acids, Francisella is equipped with a battery of

transporters, including numerous secondary transporters (20). Several other intracellular
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pathogens have been shown recently to require amino acids as important carbon, energy and
nitrogen sources (13, 14, 29, 33). For example, the two intravacuolar pathogens Anaplasma
phagocytophilum and Legionella pneumophila have evolved with efficient strategies to boost
the levels of host amino acids (1).

In Legionella pneumophila, the protein PhtA, a member of the subclass of Major Facilitator
Superfamily of transporters designated Phagosomal transporters (Pht), is required for
threonine uptake, in the Legionella-containing vacuole. The L. pneumophila genome encodes
ten additional PhtA paralogues, some of which are also required during intracellular
replication (11). Pht] is required for acquisition of valine (35), whereas the roles of the phtE
and phtF loci in L. pneumophila genome are currently unknown. Interestingly, PhtC and
PhtD were very recently shown to contribute in protecting L. pneumophila from dTMP
starvation (10). Thus, Pht proteins in Legionella contribute, not only to the assimilation of
amino acids, but also to additional metabolic functions.

Phylogenetic studies revealed that PhtA orthologues were encoded by a variety of other
bacterial genomes, but exclusively among intracellular pathogenic bacteria (6, 35). We have
recently characterized the first member of the Pht family in Francisella, the asparagine
transporter AnsP (12). Our study revealed that AnsP was required for asparagine assimilation
by intracellular Francisella when the bacteria were present in the cytosolic compartment of
infected cells, indicating that the functions of these transporters are not restricted to bacteria

residing exclusively in a phagosomal compartment.

In the present study we addressed the role of a second member of the Pht family, highly

conserved in all the Francisella genomes, the protein FTN_1654 in F. novicida. We chose to
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focus on this putative amino acid transporter protein because the FTN_I1654 gene has been
repeatedly found in earlier genetic screens as required for replication of F. novicida in vivo
(22,25,41). Moreover, its orthologue in F. tularensis subsp. tularensis Schu S4 (FTT_0056¢)
has been shown to be required for normal bacterial replication in the hepatocytic human cell
line HepG2 (30). Furthermore, inactivation of FTL_I803, the orthologue of FTN_1654 in F.
tularensis subsp. holarctica LVS, also resulted in altered replication in Hep G2 human
hepatic cells and reduced virulence in the mouse (19). Transport function mediated by
FTN_1654 thus appears to be important in vitro as well as in vivo and is not compensated by
any other putative transporter encoded by the Francisella genome.

We show here that the protein FTN_1654 is an isoleucine transporter (hence designated IleP).
IleP-mediated isoleucine uptake appear to be vital for bacterial intracellular multiplication
and virulence, in both F. tularensis subsp. novicida and F. tularensis subsp. holarctica LVS.
Remarkably, genome comparisons suggest that specialization toward an intracellular lifestyle
have led pathogenic Francisella subspecies to loose their branched-chain amino acid
pathways to rely exclusively on transporter-mediated acquisition of these amino acids from

the host.

RESULTS

lleP, a new member of the Major Facilitator Superfamily (MFS) of transporters.
The region of ileP (FTN_1654 in F. novicida) is highly conserved in all the F. tularensis
subspecies (Fig. 1A). The IleP protein is also highly conserved and shares 99.3% identity

with its orthologues in F. tularensis subsp. holartica (FTL_1803) and F. tularensis subsp.
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tularensis (FTT_0056¢) (Fig. S1). Like most MFS members, IleP is predicted to comprise
twelve transmembrane helixes (Fig. 1B). The closest homologue in other bacterial species is
LLO_3121 of Legionella longbeachae (designated PhtJ) that shares 40.3% amino acid
identity with the Francisella 1leP proteins (Fig. S1). The conserved amino acids between the
Francisella and L. longbeachae proteins are globally scattered along the protein sequence. Of
note, the valine transporter Pht] of L. pneumophila (Lpg1893) shares 47.2% and 33.3%
amino acid identity with the L. longbeachae protein LLO_3121 and FTN_1654, respectively
The ileP gene of F. novicida is predicted to constitute a single transcriptional unit, according
to the BioCyc collection of Pathway/Genome Databases. We generated a chromosomal
deletion of the ileP gene in F. novicida U112, by allelic replacement (see Materials and
Methods). The deletion had no polar effect on the expression of the two flanking genes (Fig.
S2).

We first evaluated the impact of the AileP deletion on bacterial growth in the Chemically

Defined Medium optimized for F. novicida (CDM,,,,), described in (12). The AileP mutant

showed a severe growth defect in this medium and wild-type growth was restored in the
AileP-complemented strain (Fig 2A). Supplementation of the CDM,;, with 0.5% casamino
acids (Fig 2B) restored multiplication of the AileP mutant to the wild-type level, suggesting
that the growth defect of the AileP mutant in non-supplemented CDM, ;, was due to impaired
amino acid transport. Supplementation of the CDM,,,, with a ten-fold excess of either a pool
of essential amino acids (arginine, histidine, lysine, methionine, tyrosine, cysteine) or useful
but non-essential amino acids (isoleucine, leucine, aspartic acid, serine, proline), failed to

alleviate the growth defect of the AileP mutant (not shown). In contrast, CDM,,,

supplementation with a pool of the nine non-essential amino acids (threonine, valine, alanine,
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glutamate, glutamine, glycine, phenylalanine, tryptophane and asparagine) restored wild-type
growth to the AileP mutant (Fig 2C). Therefore, we next supplemented the CDM,,,
individually with each of the non-essential amino acid. Threonine was the only amino acid
that restored growth of the AileP mutant to wild-type level (Fig 2D) at all the concentrations
tested (Fig 2E).

Since threonine is non-essential for growth, we then reasoned that threonine could be used by
the bacterium for the biogenesis of the amino acid(s) that could not be taken up by the AileP
mutant. We therefore substituted individually each of the 11 amino acids present in the

CDM,,,, by threonine and monitored growth of the wild-type strain. Isoleucine was the only

amino acid that could be replaced by threonine without altering normal growth of F. novicida
(Fig 2F). Of note, F. novicida is equipped with an intact BCAA biosynthetic pathway (Fig.
S3) that uses threonine as precursor for branched chain amino acids including isoleucine.

Interstingly, wild-type F. novicida in CDM,,, devoid of isoleucine was much less affected in

growth than the AileP mutant in normal CDM (Fig S4A), suggesting that IleP might transport
an additional substrate present in the CDM, .. Furthermore, the fact that growth of the AileP
mutant is similarly affected in CDM,,,, containing or not leucine (Fig S4A), supports the
notion that IleP is not a major leucine transporter of F. novicida.

To confirm that IleP was indeed involved in isoleucine transport, we compared the uptake of
radioalabeled isoleucine (**C-Ile) by wild-type F. novicida to that of the AileP mutant (Fig
3A). At isoleucine concentrations ranging from 2.5 to 25 uM, '*C-Ile incorporation was
significantly affected in the AileP mutant (approximately 50% incorporation relative to the

wild-type). The fact that isoleucine transport was not totally abolished in the AileP mutant,

suggests that isoleucine could still enter via other transporter(s) in this strain. Isoleucine
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belongs to the group of branched-chain amino acids (BCAA) that also comprises leucine and
valine. Since isoleucine and leucine are both required for growth of Francisella in CDM,,,,
we decided to measure the uptake of radioalabeled leucine in wild-type F. novicida and in the
AileP mutant (Fig. 3B). The uptake of "*C-Leu was not affected at 2.5, 5 and 10 uM leucine
in the AileP mutant. Reduced uptake (app. 25% reduction as compared to wild-type) was

only observed at the highest leucine concentration (25 pM). Altogether, these assays revealed

that IleP is mainly involved in isoleucine transport.

lleP is required for intracellular multiplication and virulence. We first examined
the ability of wild-type F. novicida (WT), and AileP strains to survive and multiply in murine
macrophage-like J774-1 cells (Fig. 4A, B). In standard DMEM, the intracellular
multiplication of the AileP mutant was essentially identical to that of wild-type F. novicida
(Fig. 4A). In contrast, in DMEM containing limiting concentrations of threonine (Fig. 4B),
multiplication of the AileP mutant was severely impaired as compared to the wild-type. After
24 h, cells infected with the AileP mutant showed a 150-fold reduction of intracellular
bacteria in DMEM supplemented with 8 M or 0.8 xM threonine, compared to cells infected
with the wild-type strain; and a 300-fold reduction in DMEM without threonine (Fig. 4B).
Of note, in Hep G2 human hepatocytic cells, the F. novicida AileP mutant showed a 3-fold
reduction of intracellular bacteria after 10 h, and a 10-fold reduction after 24 h in standard
DMEM compared to the number of wild-type bacteria at same time points (Fig SS).
Constitutive expression of the wild-type gene ileP (carried on pKK-pgro-ileP) restored

normal intracellular replication. The fact that the AileP failed to multiply normally in Hep G2
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cells under threonine-replete conditions (800 yM threonine) could be due, for example, to a
limiting intracellular pool of threonine in this cell line.

Subcellular localization. We followed the subcellular localization of the AileP mutant in
infected cells, under limiting threonine concentration (8 uM; see Material and Methods).
Intracellular localization of the bacteria or LAMP-1 (used as a specific marker of
phagosomes) was analyzed using specific antibodies and their co-localization was monitored
at 3 time-points (1 h, 4 h and 10 h post-infection; Fig. 4C). Quantification of each co-
localization was performed with the Image J software (Fig. 4D). In cells infected with wild-
type F. novicida, co-localization of bacteria with LAMP-1 was only around 10% after 1 h and
remained in the same range throughout the infection, showing that most bacteria escape the
phagosome rapidly. In contrast, approximately 80% of AileP mutant bacteria co-localized
with LAMP-1 after 1 h of infection. After 4 h, 60% co-localization was still observed which
decreased to 21% after 10 h infection. These data suggest that, after 10 h, most of the AileP
mutant bacteria had escaped in the host cytosol. However, after 24 h (Fig. 4B), the number of
AileP mutant bacteria remained 1,000-fold lower than that of the wild-type (i.e.
approximately at the same level as that recorded at the beginning of the infection), implying
that ileP inactivation affected both phagosomal escape and cytosolic multiplication.
Virulence. To investigate the fate of the bacteria inside host tissues, groups of five female
BALB/c mice were infected intraperitoneally (ip) with either the wild-type F. novicida or the
AileP mutant strain (Fig. 4E) and we monitored the number of viable bacteria in the spleen
and liver. The numbers of viable bacteria were determined 72 hours after infection by plating
diluted tissue homogenates. The number of wild-type bacteria reached about 10®*bacteria per

organ. In contrast, AileP mutant bacteria were detected in both the spleen and liver at
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significantly lower levels (approximately 10,000-fold less viable mutant bacteria were
recorded in the spleen; and 100-fold less bacteria in the liver than of the wild-type strain).

All the mice infected with the wild-type strain succumbed after four days. In contrast, all the
mice infected with the AileP mutant survived and the number of viable bacteria in the organs
at day 6 had decreased moderately to approximately 3.4 log,, and 4.5 log,,, in the spleen and
liver, respectively (not shown). These data demonstrate that the virulence of the AileP mutant
is highly attenuated in mice and that the mutant is able to persist for some period of time in

the infected organs.

lleP of F. tularensis LVS is required for intracellular survival under isoleucine
limiting conditions. We next constructed a chromosomal deletion mutant (AFTL 1803)
in F. tularensis LVS and evaluated its impact on intracellular multiplication. We first
evaluated the impact of the mutation in standard CDM (5) (Fig. 5). Growth of the LVS AileP
mutant (AFTL 1803) was only slightly affected in standard CDM (containing 1.5 mM
isoleucine). Remarkably, under limiting isoleucine conditions (0.15 mM), multiplication of
wild-type LVS was essentially not affected whereas that of the mutant was almost totally
abolished (in spite of the presence of threonine in the medium) (Fig. SA). Indeed, both F.
tularensis subsp. holarctica LVS and virulent F. tularensis subsp. tularensis Schu S4,
possess a defective branched-chain amino acid biosynthetic pathway (Fig. 6). Hence, in
contrast to F. novicida, these subspecies are unable to biosynthesize branched-chain amino
acids from threonine.

We next followed the kinetics of intracellular multiplication of the wild-type F. tularensis

LVS and its AileP derivative (Fig. 5B, C). In standard DMEM, the AileP mutant of LVS

11
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showed no significant defect in intracellular multiplication in J774.1 macrophages. In

contrast, the AileP mutant showed a significant reduction of intracellular multiplication after
24 h as compared to parental LVS, under isoleucine limiting conditions (100-fold decrease in

number of mutant relative to wild-type bacteria at 80 uM; Fig. 5C).

The intracellular multiplication of the AileP mutant was also impaired in THP-1 macrophages
as compared to wild-type LVS, under isoleucine limiting conditions (Fig. SD).

Confocal microscopy analyses of the LVS AileP mutant fully supported those obtained with
the F. novicida AileP mutant (Fig. SE, F). Indeed, 78% of AileP bacteria co-localized with
LAMP-1 after 1 h of infection, and 50% co-localization was still observed after 4 h. Co-
localization of wild-type LVS with LAMP-1 was only around 52% after 1 h and decreased to
10% throughout the infection.

These results confirmed that ileP inactivation affected both phagosomal escape and cytosolic

multiplication in the two F. tularensis subspecies.

Metabolic analyses. L. pneumophila has been shown to trigger an important entry of
amino acids upon infection of Human Embryonic Kidney cells (28). This prompted us to
evaluate the impact of F. tularensis LVS infection on the intracellular pools of BCAA
(isoleucine, leucine and valine), in THP-1 human monocytes. Comparative measurements of
free amino acids in lysates of THP-1 macrophages (Fig. S6) showed that at 1 h post-infection,
wild-type LVS triggered a significant rise in the concentration of each of the BCAA (i.e. 13-
fold, 10-fold and 17-fold for isoleucine, leucine and valine, respectively). Remarkably, after
24 h, the concentration of all three BCAA significantly decreased, reaching 2- to 3-fold that

of non-infected cells. In THP-1 infected with a non-replicating iglC mutant of LVS, the
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increase in intracellular BCAA concentrations recorded at 1 h was approximately half that of
the wild-type strain; and after 24 h, the BCAA concentrations were only moderately reduced

(notably for Ile, at 5-fold that of non-infected cells).

DISCUSSION

We characterized a new MFS transporter of Francisella, involved in isoleucine uptake (IleP)
and required for bacterial virulence. Inactivation of IleP severely impaired intracellular
multiplication of both F. tularensis subsp. novicida and F. tularensis subsp. holarctica LVS,
in all cell types tested.

Importantly, the data presented unravel for the first time the importance of isoleucine
utilization for efficient phagosomal escape and cytosolic multiplication of Francisella and
suggest that virulent F. tularensis subspecies have lost their branched-chain amino acids
biosynthetic pathways to rely exclusively on dedicated uptake systems.

Importance of isoleucine in phagosomal egress and cytosolic multiplication.
The branched-chain amino acids (BCAAs) are among the nine essential amino acids for
humans and therefore must be supplied in the diet. The BCAA concentration in human blood
serum is relatively high (in the 100 uM range; (16). In contrast, the BCCA concentration in
the cytosol of human cells in culture is variable and critically depends on their concentration
in the growth medium (26). In host tissues, BCAA distribution is unknown but is likely to be
quite variable and also dependent on available external sources.

BCAA metabolism lies at the crossroads of several other bacterial metabolic pathways. For

example, BCAA and fatty acid catabolism is used for ATP and energy production by many
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proteobacteria (15). In Francisella however, BCAA degradation pathways are predicted to be
non-functional (according to the KEGG database). This suggests that BCAAs may be mainly
used for protein synthesis in these species.

We have recently shown that infection of human macrophages by Francisella triggered the
rapid upregulation of the neutral amino acid transporter SLC1AS5 (Solute Carrier Family 1,
member 5) and the concomitant down-regulation of SLC7AS (3). This up-regulation was
assumed to stimulate the entry of amino acids. Here, we found that F. tularensis LVS
triggered the uptake of important amounts of BCAAs upon entry into THP-1 macrophages,
further suggesting that the bacterium has evolved a strategy of host cell manipulation to
obtain amino acids in sufficient amounts for its optimal intracellular multiplication.
Strikingly, the intracellular BCAA concentration sharply increased after 1 h of infection and
was followed by a strong decrease after 24 h, suggesting that these amino acids have been
consumed during the course of intracellular bacterial multiplication. One may imagine that
this rapid supply of amino acids is particularly useful for Francisella in the phagosome to
promote protein synthesis. The fact that, in cells infected with the non-replicating ig/C mutant,
the levels of the BCAAs after 1 h and 24 h varied only moderately further supports the notion
that these amino acids have been utilized by multiplying bacteria.

Napier et al. recently showed that biotin biosynthesis was required in the phagosome to
promote rapid bacterial escape (23), thus providing the first example of a metabolic
requirement of Francisella in this compartment.

The phagosome into which Francisella transiently resides (less than 30 minutes) is a very
dynamic entity (8). Hence, its composition is likely to be continuously changing from its

initial formation until its disruption. One can imagine that a rapid bacterial adaptation to the
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available metabolites present in the phagosome may play an important role in phagosomal
egress, notably by promoting efficient protein syntheses (including of factors involved in
phgosomal disruption).

Interestingly, a recent study from Herskovits and co-worker (17) revealed that several
biosynthetic pathways were induced during L. monocytogenes growth in macrophage cells,
including the BCAA pathway, suggesting that limited amounts of isoleucine, leucine and
valine, are available in the host cytosol. The authors demonstrated that the isoleucine
responsive regulator CodY was responsible for the up-regulation of L. monocytogenes
virulence genes under these conditions, suggesting that the low intracellular concentrations of
BCAAs might serve as signal for the bacteria to “sense” its intracellular location. F.
tularensis genomes do not encode any CodY orthologue. However, it cannot be excluded that
intracellular isoleucine concentration might influence Francisella genes expression via yet
unknown sensory mechanisms.

The BCCA pathway, a prototypic example of pathoadaptation?
Independently of their subcellular multiplication niches, intracellular bacterial pathogens
generally possess smaller genomes than their related non-pathogenic relatives, as a result of
reductive genome evolution (4). This evolutionary process is associated with the loss of many
pathways. Accordingly, the maximal genome reduction has been observed for obligate
intracellular bacteria (21). Indeed, Chlamydiaceae are auxotrophic for most amino acids,
cofactors, and for purine and pyrimidine nucleotides (24) and references therein).
Consequently, they rely on the import of these host-derived compounds, but only very few
transport proteins have been characterized functionally in these species.

A recent study, combining proteomics, mutant analyses and computational approaches
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revealed that Salmonella virulence depended on the simultaneous exploitation of numerous
different host nutrients, including vitamins, carbohydrates and amino acids (39).
Comparisons of the predicted nutrient utilization and biosynthetic pathways of a series of
other mammalian pathogens confirmed that most pathogens shared the capability to utilize
multiple nitrogen and carbon sources. Furthermore, the systematic prediction of biosynthetic
pathways commonly lost during the specialization toward pathogenesis, revealed that many
pathogens lost the capacity to biosynthesize several amino acids, consistent with the notion
that pathogenic species obtain such nutrients from the host. For example, L. pneumophila is
auxotrophic for several amino acids (including Cys, Met, Arg, Thr, Val, Ile, Leu, Phe, and
Tyr (9, 27) and thus absolutely depends on efficient strategies to acquire them from the host.
Remarkably, although Mycobacterium tuberculosis is prototrophic for all twenty amino acids
it still relies on two membrane transporters to capture aspartate and asparagine to exploit
these amino acids as a nitrogen source during infection (13, 14). Thus, bacteria may favor
amino acid uptake to biosynthesis, not only for obvious energetic reasons, but also because it
offers a simple and rapid mean to adapt to changing environments.

BCAAs are among the most abundant amino acids in proteins, and maintaining their pools is,
thus, a prerequisite for high-level synthesis of proteins (38). Fully supporting this notion, we
found that the percentage of leucine and isoleucine in F. novicida proteins (9.7% and 9.4%,
respectively) was also approximately twice higher than that of the other amino acids (Table
S2). Notably, 42.3% of the proteins contain =10% leucine and 36.3% >10% isoleucine (not
shown). Our genome comparisons suggest that the pathogenic subspecies holarctica and

tularensis of F. tularensis have lost the capacity to biosynthesize BCAA (Fig. 6), and thus
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require efficient dedicated uptake systems to survive the limiting isoleucine conditions they
may encounter during a mammalian infection.

In conclusion, the analysis of IleP in F. novicida and F. tularensis LVS revealed the
conserved importance of isoleucine acquisition in Francisella pathogenesis. Our study also
highlighted the importance of the cell growth conditions (in particular the utilization of
carbon and nitrogen sources) to study the function of transporters in different subspecies. It is
likely that a number of other nutrients and dedicated transporters, important for Francisella

intracellular survival, still need to be discovered and functionally characterized.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement. All experimental procedures involving animals were conducted in
accordance with guidelines established by the French and European regulations for the care
and use of laboratory animals (Decree 87-848, 2001-464, 2001486 and 2001-131 and
European Directive 2010/63/UE) and approved by the INSERM Ethics Committee
(Authorization Number: 75-906).

Bacterial strains and plasmids. F. trularensis subsp. novicida (or F. novicida) strain
U112, F. tularensis subsp. holarctica strain LVS (kindly provided by A. Sjostedt) and their
derivatives were grown in liquid: i) on Schaedler broth (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France),
i1) Tryptic Soy broth supplemented with cysteine (Becton, Dickinson and company), or 1iii)
Chamberlain chemically defined medium (CDM) (5). Bacteria were grown on solid media
on: 1) pre-made chocolate agar PolyViteX (BioMerieux SA Marcy I’Etoile, France), or ii)

chocolate plates prepared from GC medium base, IsoVitalex vitamins and haemoglobin (BD
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Biosciences, San Jose, CA, USA), at 37°C.

All bacterial strains, plasmids, and primers used in this study are listed in Table S1.

Bioinformatic analyses. Secondary structure predictions were performed using the
program HMM™ (available at the internet site http://www .cbs.dtu.dk/services/TMHMM-
2.0/) and TMRPres2D for visual representation of transmembrane protein models (available
at the internet site http://bioinformatics.biol.uoa.gr/TMRPres2D).

Construction of chromosomal deletion mutants. We inactivated the gene ileP in
wild-type F. novicida strain U112 (FTN_1654) and in wild-type F. tularensis strain LVS, by
allelic replacement resulting in the deletion of the entire gene (from the start codon to the
stop codon). For this, we used the counter selectable plasmid pMP812 (18). The recombinant
plasmid pMP812-AFTN_1654 was constructed by overlap PCR. Primers p1 and p2 amplified
the 1,046 bp region upstream of position +1 of the FTN_1654 coding sequence, and primers
p2 and p3 amplified the 1,089 bp region immediately downstream of the FTN_1654 stop
codon (Table S1). Primers p2/p3 have an overlapping sequence of 20 nucleotides, resulting in
complete deletion of the FTN_1654 coding sequence after cross-over PCR. PCR reactions
with primers pl/p2 and p3/p4 were performed with exTaq polymerase (Fermentas). The
products were purified using the QIAquick PCR purification kit (QIAgen, CA). 200 uM of
each was used as a template for PCR with primers p1/p4 and treated with 30 cycles of PCR
(94°C for 30 s, 54°C for 30 s and 72°C for 120 s). The gel-purified 2,135 bp fragment was
digested with BamHI and Nofl (New England Biolabs) and cloned into BamHI-NoI digested
pMP812 (18). The plasmid was introduced into F. novicida U112 by electroporation. F.

tularensis U112 was grown to OD600 0.3-0.6 in Schaedler-K3 broth; bacteria were collected

and washed twice with 0.5 M sucrose. Bacteria were suspended in 0.5 M sucrose and 200 pL
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were used immediately for electroporation in a 0.2 cm cuvette (2.5 kV, 25 mF, 600 W). After

electroporation, bacteria were mixed with 1 mL of Schaedler-K3 broth and incubated at 37°C

for 3 h before selection on chocolate agar (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and 5 pg mL_1 Kan.
Colonies appeared after 3 days of incubation at 37°C and were subsequently passed once on
plates with selection, followed by a passage in liquid medium without selection (to allow
recombination to occur). Next, bacteria were passed once on agar plates containing 5%
sucrose. Isolated colonies were checked for loss of the wild-type FTN_1654 gene by size
analysis of the fragment obtained after PCR using primers combination pl/p4, p5/p4 and
pl/p6. One colony harboring a FTN_1654 deletion, as determined by PCR analysis, was used
for further studies. Genomic DNA was isolated and used as the template in a PCR with
primers p5/p6.

The mutant strains were checked for loss of the corresponding wild-type genes by PCR
sequencing (GATC Biotech), using specific primers.

We also generated a chromosomal deletion of the gene orthologous to F. novicida ileP in
F. tularensis subsp. holarctica strain LVS (FTL_1803). We used the recombinant plasmid
pMP812-AFTN_1654 (previously used to create the AFTN_1654 deletion). The plasmid was
introduced into F. tularensis LVS by cryotransformation. F. tularensis was grown in
chocolate agar overnight and washed in 0.2 M KCI. After centrifugation, the culture was
suspended in 1 ml of transformation buffer (0.2 M MgSO,, 0.02 M Tris acetate, pH 7.5). 200
ul of this cell suspension was mixed with 4 pl of plasmid DNA (1 ng mL™"). The mixture was
incubated 10 min at room temperature, immersed for 5 min in liquid nitrogen and them
incubated at 37°C for 5 min. After cryotransformation, the suspension was incubated 6 h at

37°C with 1 mL of tryptic soy broth, before selection on chocolate agar (Bio-Rad, Hercules,
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CA, USA) and 5 pg mL_1 Kan. Colonies appeared after 3 days of incubation at 37°C and
were subsequently passed once on plates with selection, followed by a passage in liquid
medium without selection. The rest of the procedure was identical to that used for the F.

novicida mutant described above.

Functional complementation. The plasmid used for complementation of the F.
novicida NileP mutant (AFTN_1654), pKK214-pgro-FTN_1654 was constructed by overlap
PCR. Primers p9/p10 amplified the wild-type FTN_1654 gene (1,305 bp), and the primers
p7/p8 amplified the 333 bp of the pgro promoter. Primers p8/pl0 have an overlapping
sequence of 20 nucleotides. PCR reactions with p9/pl0 and p7/p8 primer pairs were
performed with exTaq polymerase (Fermentas) and the products were purified using the
QIAquick PCR purification kit (QIAgen, CA). 200 uM of each amplification product was
used as a template for PCR with primers p11/p13 and treated with 30 cycles of PCR (94°C
for 30 s, 54°C for 30 s and 72°C for 120 s). The gel-purified 1,638 bp fragment was digested
with Smal and Pstl (New England Biolabs) and cloned into Smal—PstI-digested pKK214. The
plasmids pKK214 (empty plasmid) and pKK?214- pgro-FTN_1654 (complementing plasmid)
were introduced into Ul12 and the F. novicida AleP mutant (AFTN_1654) by
electroporation. The same plasmid was used for complementation of the F. tularensis LVS
NAileP mutant (AFTL_1803).

Growth kinetics in broth. Stationary-phase bacterial cultures of wild-type F. novicida

U112 or LVS and U112 AileP or LVS AileP mutants strains were diluted at a final OD, of
0.1 in tryptic soy broth (TSB) or CDM. The OD, of the culture was measured every hour

during an 8 h-period. F. tularensis LVS and its isogenic mutant were grown in standard
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Chamberlain medium (CDM) while F. novicida and its isogenic mutant were grown in the
optimized CDM (devoid of threonine and valine; 12).

Isolation of total RNA. Bacteria were centrifuged for 2 min in a microcentrifuge at
room temperature, and the pellet was quickly resuspended in Trizol solution (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Samples were either processed immediately or frozen and stored at 80°C.
Samples were treated with chloroform, and the aqueous phase was used in the RNeasy
Cleanup protocol (Qiagen, Valencia, CA) with an on-column DNase digestion of 30 min.

Quantitative real-time RT-PCR. F. rularensis U112 and the U112AileP mutant strain
were grown at 37°C to an ODg,, of 0.1 in Schaedler-K3 broth. After 4 h of incubation,
samples were harvested and RNA was isolated. One microgram of RNA was reverse
transcribed using random hexamers and Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen)
according to the protocol provided by the manufacturer. Real-time RT-PCR was performed
with gene-specific primers using an ABI PRISM 7700 and SYBR green PCR master mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA). To calculate the amount of gene-specific transcript, a
standard curve was plotted for each primer set using a series of diluted genomic DNA from
U112. The amounts of FTN_1654, FTN_1653, and FTN_1655 transcripts were normalized to
the helicase gene (FTN_1594) transcript, whose expression is only slightly changed during
growth.

Transport assays. Bacteria were grown in Chamberlain medium to mid-exponential

phase and then harvested by centrifugation and washed twice with Chamberlain without

amino acid. Bacteria were suspended at a final ODg, of 0.5 in the same medium containing

50 mg mL™" of chloramphenicol. After 15 min of pre-incubation at 25°C, uptake was started

by the addition of either L-[U-"*C] isoleucine or L-[U-"*C] leucine (Ile, Leu, Perkin Elmer), at
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various concentrations (ranging from 1 to 100 xM). The radiolabeled "“C-aminoacids were at
a specific activity of 7.4 GBq mmol "'. Samples (100 uL of bacterial suspension) were
removed at regular intervals and collected by vacuum filtration on membrane filters
(Millipore type HA, 25 mm, 0.22 ym) and rapidly washed with Chamberlain without amino
acid (2 x 5 mL). At the end of each experiment, the filters were transferred to scintillation
vials and counted in a Hidex 300 scintillation counter. The counts per minute (c.p.m.) were
converted to picomoles of amino acid taken up per sample, using a standard derived by
counting a known quantity of the same isotope under similar conditions.

Multiplication in macrophages. J774.1 (ATCC TIB67), THP-1 (ATCC TIB- 202)
and Hep G2 (ATCC HB 8065) cells were propagated in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) containing 10% fetal calf serum. Cells were seeded at a concentration of 2
x 10° cells per well in 12-well cells tissue plates, and monolayers were used at 24 h after
seeding. J774.1, THP-1 and Hep G2 monolayers were incubated for 60 min at 37°C with the
bacterial suspensions (multiplicity of infection of 100 for J774.1 and THP-1; 1,000 for Hep
G2) to allow the bacteria to enter. After washing (time zero of the kinetic analysis), the cells
were incubated in fresh culture medium containing gentamicin (10 ug mL") to kill
extracellular bacteria.

At several time points, cells were washed three times in DMEM, macrophages were lysed
by addition of water and the titer of viable bacteria released from the cells was determined by
spreading preparations on chocolate agar plates. For each strain and time in an experiment,
the assay was performed in triplicate. Each experiment was independently repeated at least
three times, and the data presented originate from one typical experiment. For AileP

suppression experiments, amino acids were added to 3 mM at the time of infection and
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maintained throughout the infection.

Confocal experiments. Co-localization experiments were performed in J774-1 cells.
With F'. novicida, macrophages were grown in DMEM containing 8 uM threonine; and with
F. tularensis LVS, macrophages were grown in DMEM containing 80 M isoleucine.
Cells were infected with wild-type or the isogenic AileP mutant for 1 h and 10 h at 37°C, and
were washed in KHM (110 mM potassium acetate, 20 mM Hepes, 2 mM MgCl,). For each
time point, cells were fixed with paraformaldehyde (4%) for 15 min, quenching was realized
with NH,CI for 10 min and cells were permeabilized and blocked with 0.1% saponine, 5%
goat serum in PBS for 10 min. All antibodies were diluted in the same mix and all steps were
separated by PBS washing. Monolayers were then incubated with anti F. tularensis subsp.
novicida mouse monoclonal antibody (Creative diagnostics) diluted 1:500 and anti LAMP-1
rabbit monoclonal antibody (Abcam), diluted 1:250, for 30 min at room temperature followed
with donkey anti-mouse Alexa Fluor 488 (Abcam) and donkey anti-rabbit Alexa fluor 546
(Abcam), both diluted 1:400, for 30 min. Monolayers were then incubated 1 min in DAPI
diluted 1:1000 in PBS. Coverslips were washed in PBS and in demineralized water and then
mounted in Mowiol.
Cells were examined using an X63 oil-immersion objective on a LeicaTSP SP5 confocal
microscope. Co-localization tests were performed by using Image J software; and mean
numbers were calculated on more than 500 cells for each condition. Confocal microscopy
analyses were performed at the Cell Imaging Facility (Facult¢ de Médecine Necker Enfants-
Malades).

Mice infections. Wild-type F. novicida and mutant strains were grown in TSB to

exponential growth phase and diluted to the appropriate concentrations. Six- to 8-week-old
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female BALB/c mice (Janvier, Le Genest St Isle, France) were intraperitoneally (i.p.)
inoculated with 200 ul of bacterial suspension. The actual number of viable bacteria in the
inoculum was determined by plating dilutions of the bacterial suspension on chocolate plates.
After 3 or 6 days, mice were sacrificed. Homogenized spleen and liver tissue from each
mouse were diluted and spread onto chocolate agar plates.

Intracellular amino acid quantification assays.

Ten millions THP-1 cells in RPMI were infected by LVS for 1 h as previously described
(3). After washing with RPMI containing 10 ug/ml gentamycin, cells were further incubated
at 37°C for 24 h. Cells were then pelleted and immediately frozen in liquid nitrogen. They
were then submitted to amino acid quantification.

Amino acids detection and quantification was done with the standard procedure of Agilent
using ZORBAX Eclipse AAA high as HPLC column. Briefly, the samples and the amino
acid standard solutions were automatically derivatized with OPA by programming the robotic
auto sampler. After derivatization, an amount equivalent to 10 or 20 pL of each sample was
injected on a Zorbax Eclipse-AAA column, 5 pm, 150 x 4.6 mm (Agilent), at 40°C, with
fluorescence detection. Aqueous mobile phase was 40 mM NaH,PO,, adjusted to pH 7.8 with
NaOH, while organic mobile phase was acetonitrile/methanol/ water (45/45/10 v/v/v). The
separation was obtained at a flow rate of 2 mL/min with a gradient program that allowed for
2 min at 0% B followed by a 16-min step that raised eluent B to 60%. Then washing at 100%

B and equilibration at 0% B was performed in a total analysis time of 38 min.
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Legends to Figures and Tables

Figure 1. The transporter lleP

(A) The gene ileP (FTN_1654) of F. novicida (U112) is flanked by two genes in opposite
orientation (FTN_1653, upstream; and FTN_1655, downstream), separated by short
intergenic regions (76 bp and 1 bp, respectively). This region is highly conserved in F.
tularensis subsp. holarctica LVS (LVS) and F. tularensis subsp. tularensis Schu S4 (Schu)
strains.

(B) The Protein IleP is predicted to comprise 12 transmembrane helixes, with the N and C-
terminal extremities facing the cytoplasm. Two-dimensional model of Ile folding was

performed using the using the HMM™ program and TMRPres2D for visual representation.

Figure 2. Growth in Chemically Defined Medium (CDM)

(A) Growth of wild-type F. novicida, AileP and AileP complemented strains was assayed in
the optimized CDM medium for F. novicida described in (12). This medium contains eleven
amino acids: arginine, lysine, histidine, tyrosine, methionine, cysteine, isoleucine, leucine,
aspartic acid, serine, proline.

WT, wild-type F. novicida; WT pKK(-), WT carrying pKK214; AileP, WT deleted from gene
ileP; AileP pKK(-), AileP strain carrying pKK214; AileP-comp, AileP carrying pKK214-
pgro-ileP.

(B) CDM,,;,, supplemented with casamino acids (0.5% final); (C) CDM,,, supplemented -or
not- with an equimolar mixture (3 mM final) of non essential amino acids (threonine, valine,

alanine, glutamate, glutamine, glycine, phenylalanine, tryptophane and asparagine); (D)
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CDM,,,, supplemented -or not- with threonine (Thr, 3 mM final); (E) CDM,, supplemented -
or not- with decreasing concentrations of threonine (from 0.2 mM to 20 mM final); (F) Wild-

type F. novicida was grown in CDM, . (WT), or CDM, , lacking isoleucine, supplemented

min

(WT -lle+Thr) or not (WT -Ile) with threonine (3 mM final).

Figure 3. Transport assays
Kinetics of uptake of '*C radiolabeled isoleucine (A) or leucine (B) by wild-type F. novicida

(WT) and AileP mutant, at substrate concentrations ranging from 1 to 100 uM.

Figure 4. Impact of AileP inactivation on F. novicida virulence

(A, B) Intracellular multiplication of the AileP mutant in J774.1 murine macrophage-like
cells was essentially identical to that of wild-type F. novicida (WT) in standard DMEM (A).
Under limiting concentrations of threonine (using modified DMEM, containing decreasing
concentrations of threonine), multiplication of the AileP mutant was significantly impaired as
compared to wild-type (from 8 uM and lower concentrations of threonine) (B). Intracellular
replication was monitored, after 24 hours of infection, by enumerating colony-forming units
(cfu) on chocolate agar plates. Each experiment was performed in triplicate. #*, P < 0.01 (as
determined by student’s 7 test).

(C, D) Confocal microscopy.J774.1 cells were incubated for 1 h with wild-type F. novicida
or AileP mutant strain and their co-localization with the phagosomal marker LAMP1 was
observed by confocal microscopy. The phagosomes of J774.1 cells were labeled with anti-
LAMP1 antibody (1/100 final dilution). Cell nuclei were labeled with DAPI. Bacteria (white

triangles) were labeled with primary mouse monoclonal antibody anti-F. novicida (1/500
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final dilution). (C) The color images represent wild-type F. novicida (WT) and AileP,
bacteria (green); phagosomes (red); and nuclei (blue). (D) Quantification of
bacteria/phagosome co-localization at 1 h, 4 h and 10 h for WT, AileP and AFPI strains. *#*,
P < 0.01 (as determined by student’s 7 test).

(E) In vivo dissemination. Groups of five female BALB/c mice were infected
intraperitoneally (ip) with either wild-type F. novicida (WT, black diamonds) or AileP
mutant strain (black squares) (200 CFU per mouse). The data represent the number of
bacteria per organ (S, spleen; L, Liver) for each mouse, 72 h after infection. Results are
shown as logl0 CFU per organ * standard deviations.*#, P < 0.0l (as determined by

student’s ¢ test).

Figure 5. lleP of LVS (FTL_1803) is required for growth under isoleucine
limiting conditions

(A) In broth. In standard CDM (containing 1.5 mM Ile; 5), growth of the AileP mutant
(AFTL_1803) was slightly affected. When the concentration of Ile was reduced to 0.15 mM,
multiplication of wild-type LVS was essentially not affected whereas that of the mutant was
almost totally abolished.

(B,C,D) In cells.

(B) Intracellular multiplication of the AileP mutant strain (AFTL_1803) was monitored in
J774.1 macrophages after 24 h of infection and compared to wild-type LVS, in DMEM
containing decreasing concentrations of Ile. The 80 #M Ile concentration (boxed) was chosen

for further analyses.
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(C, D) Intracellular multiplication of the AileP mutant strain (AFTL_1803) was monitored in
DMEM supplemented with 80 xM Ile, in J774.1 (C), and THP-1 (D) macrophages, and
compared to wild-type LVS.

(E, F) J774.1 cells were incubated for 1 h with wild-type LVS or the AileP mutant strain
(AFTL_1803) and their co-localization with the phagosomal marker LAMP1 was observed by
confocal microscopy. The phagosomes of J774.1 cells were labeled with anti-LAMP1
antibody (1/100 final dilution). Cell nuclei were labeled with DAPI. Bacteria (white
triangles) were labeled with primary mouse monoclonal antibody anti-Francisella (1/500
final dilution). (E) The color images represent wild-type LVS (WT) and AileP, bacteria
(green); phagosomes (red); and nuclei (blue). (F) Quantification of bacteria/phagosome co-
localisation at 1 h, 4 h and 10 h for WT and AileP strains. ##, P < 0.0] (as determined by

student’s ¢ test).

Fig 6. Isoleucine uptake and the BCAA biosynthetic pathway in Francisella
subspecies.

(A) Schematic representation of isoleucine (Ile) entry.

F. novicida (upper part) and F. tularensis LVS (lower part). Isoleucine crosses the bacterial
cytoplasmic membrane via the MFS transporter IleP. In F. novicida, when threonine is
available in the medium, threonine enters the bacterium (via a dedicated transporter) and can
serve as a precursor for the biosynthesis of branched-chain amino acids (BCAAs) such as
isoleucine, leucine and valine. In contrast, in F. tularensis LVS, isoleucine can only be
obtained from the uptake of external isoleucine sources (via IleP and possibly other non-

specific permeases).
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(B) Schematic representation of the ilval operon in F. novicida U112 (U112), F. tularensis
subsp. tularensis Schu S4 (Schu) and F. tularensis subsp. holarctica LVS (LVS) strains. The
intact ilval genes are colored in blue; the inactivated genes in LVS and Schu S4 genomes, in

pink; the flanking genes (eng and mfd), in grey.

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Figure S1. Multiple alignment of lleP-like proteins. Alignments were performed
using the CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments program. The F. novicida IleP
protein (Ftn, FTN_1654) was compared to its orthologues in F. tularensis subsp.
mediasiatica (Ftm, FTM_0120), F. tularensis subsp. holarctica virulent strain FSC200 (Fti,
FTS_1759), F. tularensis subsp. holarctica LVS (Ftl, FTL_1803), F. tularensis subsp.
tularensis (Ftt, FTT_0056c), and Pht] of L. longbeach (llo, LLO_3121). The six predicted
external loops (see Fig 1A) are in red (E1 to E6). The large central internal loop (I3) is in
blue. Of note, the LLO_3121 protein bears a large deletion (13 residues long) in its predicted

largest and most distal periplasmic loops.

Figure S2. qRT-PCR analysis of the ileP region. The expression of ileP (FTN_1654)
and its flanking genes FTN_1653, FTN_1655 was monitored by quantitative real-time RT-

PCR (gqRT-PCR), in wild-type F. novicida (WT) or AileP mutant grown in Schaedler-K3

broth at 37°C. Assays were performed twice using independent samples (in triplicate).
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Figure S3. The BCAA biosynthetic pathway. F. novicida possesses all the genes for
the biosynthesis of isoleucine (Ile), valine (Val) and leucine (Leu), from threonine (Thre).
Grey arrows symbolize the predicted enzymatic reactions.

The first gene of the i/lvAL operon encodes a putative protein sharing 29.8% identity with the
threonine dehydratase IlvA of E. coli K12 (converting threonine to 2-oxobutanoate or 2-
ketobutyric acid); the ilvB and ilvN genes encode the large and small subunits of a putative
acetolactate synthase (converting 2-oxobutanoate to 2-acetohydroxybutanoate); ilvC, encodes
a putative acetohydroxy acid isomeroreductase (converting 2-acetohydroxybutanoate to R-3-
hydroxy-3-methyl-2-oxopentanoate and converting 2-acetolactate to R-3-hydroxy-3-methyl-
2-oxobutanoate); ilvD encodes a putative dihydroxyacid dehydratase (converting R-3-
hydroxy-3-methyl-2-oxopentanoate to 3-methyl-2-oxopentanoate and converting R-3-
hydroxy-3-methyl-2-oxobutanoate to 2-oxoisovalerate). The genome of F. novicida also
contains an intact i/[vE gene, encoding a putative multifunctional BCAA transferase, carrying

out the final step in BCAA biosynthesis.

Figure S4. Growth in Chemically Defined Medium (CDM). Growth of wild-type F.
novicida (WT) and AileP mutant strains was assayed in the optimized CDM medium for F.

novicida (CDM,,,.). (A) CDM,,,, or CDM,,, without isoleucine (-Ile); (B) CDM, , or CDM,,,

min

without leucine (-Leu).

Figure S5. Multiplication of wild-type F. novicida (WT), AileP and complemented strains,

in Hep G2 cells in standard DMEM. Intracellular multiplication of the F. novicida AileP

mutant was moderately affected in Hep G2 cells. Constitutive expression of the wild-type
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gene ileP (carried on pKK-pgro-ileP) restored normal intracellular replication. ##, P < 0.01
(as determined by student’s 7 test).

WT, wild-type F. novicida; WT pKK(-), WT carrying pKK214; AileP, WT deleted from gene
ileP; AileP pKK(-), AileP strain carrying pKK214; AileP-comp, AileP carrying pKK214-

pgro-ileP.

Figure S6. Metabolic analyses of amino acid pools in LVS-infected THP-1

macrophages. The concentration of intracellular isoleucine (Ile), leucine (Leu) and valine

(Val) was quantified in THP-1 macrophages infected either with wild-type LVS of with a

AiglC mutant (after 1 h and 24 h of infection) and compared to in uninfected THP-1 cells.

Values are represented as a fold of the value recorded in uninfected cells.

Table S1. Strains, plasmids and primers list.

Table S2. Amino acid content in F. novicida proteins

37



| @inbi4

EIEEE: ,2 s
AL Em ¢ Eé
w i oo

(




Z 2inbi4

(sinoy) swi

8 9 % z 0
10
-
oll-LM &
T3
JY1+]I-LM o)
JYLFLIM O
D
g
oT—
(sinoy) swi
8 9 % z 0
TN
10
deinv o
1 (o]
=R
YL+dolv e}
1M &
o
(0] 55
(sinoy) swi
8 9 % z 0
10
—
S
13
deiv (e
1M eseo +"™NaD &
o=

L

(sinoy) swi

8 9 14 [4

doyry W - W oW

Ww N.o%

Wwz

nw 0z

IYLl+d9/IV
1M

w-u-%-

(sinoy) swi
8 9 14 [4

daiv

VV-3N+doIV
1M

dsiiv

dwod 4oy
1M

=

TN
0]

0T~

4
o5

i
(°®ao)**6o

o
—

<



¢ 2.nbi4

na7 NN [S]
14 0¢ ST 0T q 0




 24nbi4

uonoayul jsod sinoH

ol 14 l
- m m ¢ =
dollv T 0z S
O
iy | or &
O
1 09 m.
=4
L 08 nlu.
>
001
delIv 1M dellv. 1M Wrgo rig wnog A 008
T Jyl- elyl+ auyl+ auyl+ aiyl+ W3NG
€
. % —
s & daiv
6'G mmmm “ m !
m ¢ LS
L ] T4 m IM . o
m < *%
*% * % w .
‘ ._“H * % v
1 S

1%
uonoajul 3sod sinoH
144 8T (4 9 0

daiv N\v
1M

O M~ O O < O AN
(lem/n40)°% 607

.t,>
yl

N

(Vo)
(1lem/n40)° 607

doliv

o

< o

~

o0

<



q w._JD_n_ co;omu_c_ Hwoa SInoH r
0 —
' ' €081 114V
- 0z
£€08L 114V mu:
sl or 8
1 S
092
o
I 085 SA1
35
00l
uol Up i) =
uonoajul ysod sinoy uonoajul 1sod SINOH —
ve 8 ¢k 9 U vZ 8 ¢ 9 0 8
Zo =
_ Q@ €3
W%+ £084 LAV om _ = o
€ W%+ €084 1LAV // =
C -3
= ) ] p
5 _ =
W083)1+ SAT v=
€084 1LV m "l SAT 9
SA1 £08,71L4V = .
< v LV'v.LLr ,
, , (sinoy) swiy
Wigo Wisg W_>_1 08 _\,_1 008
ol A+ el | ell+ | e+ INIWG 8 9 v 4 0
€081 1LV 0 5 7 10
@ : -
SE ¢ g W G1°0 9lI+ £084 LAV _
-a 8§ § v 9 S
R - o
° 3 IS
B _H s S WW §'} dII+€084~TL4V =

| . SA1
o ot AW GL"0 3lI+SAT _\/_DO
NW G| 8[1+SAT T

o0
<



9 ainbi4 ——




TS 2Jn3i4

HFE S S T *
mmommmm>3qqqqu<ququ
=—MIMAATINATIATSYINSYAT
==@DIAITIWATIATSYINSYAT
——@MDAAITHATIATSVINSVAT
——MDAITIWATIATSVINSVYAT
——MMAAITIWATIATSVINSVYAT

T aliaxtate 137 ¥ty ox" oxxl oxxxsl Ix°3 Prlaxxl
TSTYWOASSTSAOHAD-——=—=======~ NATHDIMOWATTADITAILTVAIAVASINIW
LIIVIHASETIIXANIAVSSLAOSAATDVINI AMDIMSMATIZDITAAIIVOTIGHDINI L
LIIVIHASETIIXNIAYS SLAOSAATDVINI AMDIMSMATIXDITAAIIYDTIdADINI A
LLAIVIHASHTIIZANIAYSSLAOSAATDVINI ANDIMSMATIZDITAAATIVOTIdIDINI L
LLAVAHASHTIIANIAYSOLAOSAATDOVINI ANDIMSMATAZDITAAATIVOTIdIDINI
LIIVIHASTTIIANIAVSSLAOSAATOVINI AMDIMSMATIADITIAITIYOTIJIDINI L

94
worrrrd PTaalalax o wxd owx Tarrrrxdl Ilxx T3 xxloxx %" 3 43
VIALVLTVASNIENOWYIATWIVOTOIDITATIASTIALSTAODATATITVVYLSYILS I
YYALVLIIIANTINDIVASTWAIOTOTOAIATIIV-SILSSIMLTIAISTYILOIIHSAT
VYYALVLIIIANIHNDIVASTHAIOTOTOATIATIIV-SILSSIMLTIAISTYILOIIHAAT
VYYALVLIIIANIHNOIVASTHAIOTOTOAIATIIV-SILSSIMLTIAISTYILOIIHAAT
YYALYLIIIANTYNDIVASTWAIDTOTOATIATIIV-SILSSIALTTIAISTYILOIIHAAT
¢¢>B¢BHHHmZHMZOHGhWAZNHUAOAUhHhAAHGIWHWWWWMBAA>hWQ¢HBGHHmhhH
¥ Sx Ty Taxx xiaxwwx® T laxxiixiliaxll Txlyxxx 0 TxxxixTax x"ixl
WAXYINOTIASTWOTIASDTOTOIINTSTISYSOLMSTHAVAVIIANOMTODIAVAIS IV
WADMYSATIASTIDITIASOIVNDIATINSIISYVATYSIHAVAYIAYNOMADVAVAAVYLAS
WADMYSATIASTIDITIASOIVNOIAINSIISYVATYSTHAVAYAAYNOMADVAVAAY LIS
WADMYSATIASTADIIASOIVNOIAINSIISYVATYSITHAVAYAAYNOMIDVAVAAY LIS
WADMYSATIASTIDIIASDIVNOIAINSIISYVATIS THAVAYIAYNDMIDVAVAAVLIS
WADMYISATIASTIDIIASDIVNOIAINSIISYVATYS THAVIYIAYNDMIDVIVAAVLIS

j4C!

*xxxx il

*x xixxxxxixxix s : ot s :

TOSATLTIMNOMSYTA-DAAAOIS ILIMLLINYINTSDSUAIAAT A TOSTIADSYDASAT
TOAXILTIMNNNY IATN TAQTINTONNI SSYEJOMINIAQUAAT AAAAVI TISVASATTH
TOAXILTIMNNMNY IATN TAQTINTONNISSYEJOMANIQUAAT AAAAVI TISVASATTH
TOAXILTIMNNMNA IATNTAQTINTONNASSYEJOMANIAUAAT KAAAVI TISVASATTH
TOAXRILTIMNNYNI IATNTAQTIMTONNI S SYVEJONANIAIAAT AAAAVI TISYASITTH

TOAXRILTIMNNYNY IATITYATIMTONNI S SYEJONANIQIAAT AAAAVI TISVASITTH

€I

v ox ¥xixxxxx® Txx xxwxwxxl ¥x 330y 1T xixllaxxlyxxlix
UmmslwmmoHQB<Qm<OUm><U<Z<<B<qum>mmwommmmzmmmqmzwﬂ>ﬁmm<>w>wz
YWMMADDILITAVIIVOVOTYD INVY LV IASYVAVANIdTAMASAVITASIIVASADTOL
YWMMADDILITAVIIVOVOTYD INVY LV IISYVAVANIdTIMASAVITASIIVISADTOL
YIMMAODILITAVIAVOVOTYO INVYIVIISYVAVINIdHIMASAVITASILVASADTOL
YIMMAODILITAVIAVOVOTYO INVVYIVIISYVAVINIdHIMASAVITASIIVASADTOL
YIMMAODILITAVIAVOVOTYO INVVIVIASYVAVINIdHIMASAVITASIIVASADTOL

€d

*x ot xd x *xPxx o xx % T3 ox xixxil Slaxx xd oxPisll
TYVEYLIVAXTLEYN-—-SdTIADTYSDA IVVYSLIYILOANATII -DAITOLINAS AAILY
LIYYIAVWSTSOINYVAAITIADIVSIIISIASITIADANAIIIOVTITODIIISMAIVS
LIMYIAVWSTSOINYVAAITIADIVSILISIASITIADANAIIIOVTATODIIISMAIVS
LIYVIAYWSTSOTINYYAAITIADLYSILISIASITHADANAI IOV TIATODIIISMAAYS
LINVIAVWSTSOINYVAAITIADIVSILISIASITIIDANAIIIDVIITOOIIISMAIVS
LINVIAVWSTSOINYVAAITIADIVSILISIASITIADANAIIIOVIITOOIIISMAIVS

AcH

Tx % Txitxl ¥xixxxixliyxxx xxl iy xlyx “x
quwqwmwaqomamzqmmaHHmmmHoq>>mwmqmo<<qu>HHmw>q>mmazzmmHmzqz
DTYDIOLYNIOINSHHAALITSdIAOWAZNAITTASSTII I IMVADE INATHOAN-———~
DTYDLOLYNLOANSHWAALITSdIADWAXNAITTISSTI I T IMVADHINATNOTN-———~
DTYDLOLYNIOANSHWAALITSAIADWAXRNAITTISSTI I T IMVADHINATHOTN-———~
DTYDLOLYNIDANSHWAALITSdIAOWAXRNAITTISSTII I IMVADIINATHOTN-———~
DTYOLOLYNIOANSHNAALITSdIAOWAXNAITIISSTII I IMVADY INATNOIN -~~~

Td

121€ OTT oTT
7500 ALJ 333
€081 1Id 133
6SLT SId T3F
0210 WIJ waj
7S9T NIJ u3j

1Z1€ OTT OTT
7500 ALI 2337
€081 1Id 133
6GLT SId T3F
0210 WId w33
7S9T NIJ U3z

1Z1€ OTT OTT
7500 ALJ 333
€081 1Id 137
6SLT SIJ 133
0210 WId u3J
$S9T NIJ u3lg

1Z1€ OTT OTT
2500 ALI 333
€081 1Id 133
6SLT SIA T3F
0210 WId waj
7S9T NIJ u3g

1Z1€ OTT OTT
TS00 ALI 2337
€081 1Id 137
6SLT SIJ 133
0210 WId w33
$S9T NIJ u3l3

121€ OTT oTT
7500 ALJ 333
€08T 1Id 133
6SLT SId T3F
0210 WId waj
7S9T NIJ u3j

1Z1€ OTT OTT
2S00 ALI 337
€081 IId 133
6GLT SId T3aF
0210 WId w33
¥S9T NIJ u3lg

121€ 01T oTT
7500 ALJ 333
€08T 1Id 137
6SLT SIA T3F
0210 WIJ waj
7S9T NIJ u3j



¢S 24n3i4

SS9T NI4  pS9T NId £S9T NiIS

da|Iiv _
Ml
I

0

100

00

€00

uopeaypuenb

anueay



€S 2In3i4

na [EA 9l

£900 N.L4

91eJ3|BAOSIOXO)  91e0uRIUSdOXO-|A

vl N1
9jeoueing-NHA 91eoueiuad-ANHA

0v0L NLA

21eoueinqoxQ wumOCmuchOxO

001 NLd
91£108|0132Y 91eoueingAxospAyolady

Zv0T N14 ‘Tv0T N4

j1eoueIngqoxp o4yl
1 JTE]



¥S wgsm_u_

sinoy) awil
8 w ’ ; o
T0
_ = = .‘
na1 - dajIv -nn-nu-u\q ;
da|Iv 2
&)
5 - 1O
1M )
3|l - 43IV
dapy W
3|l - LM

1M



GS 24n3i4

ve 8l

(-pid g2y B
dwoad 43|1y
(-)nd Lm
1M

(sanoy) sswi
45 9

¢o daH

(119m/n42)°* 801



9S aJn3i4

Y ¢ 18 3161V SA1

Y T 1e2/61v SAT

Y ¥ 38 LM SAT
YT3IBIMSAT ®

pajosjuIiUN O

|EA

%k %

na

* ¥

9l

* %

0
-
o
o
g S
)
>
g]
Zl S
D
o
9l

0c



Strains, plasmids,

Description or sequence (5’_3’)

Reference or source

primers
Strains
E.coli K12 TOP 10 Invitrogen
Ul12 F. tularensis ssp novicida U112 A. Sjostedt
Ul12AFPI Chromosomal deletion of the entire Francisella Weiss et al. (2007)

pathogenicity island (FPI)

Ul12AileP Chromosomal deletion of FTN_1654 This work
U112 AileP / U112 Aile containing complementing plasmid This work
pKK214-FTN_1654 |pKK214-FTN_1654
LVS F. tularensis ssp holarctica strain LVS A. Sjostedt
LVSAFTL 1803 Chromosomal deletion of FTL_1803 This work
LVS AFTL_1803 / LVSAFTN_1645 containing complementing plasmid This work

pKK214-FTL_1803

pKK214-FTL_1803

Plasmids

pMP812
pMP812-FTN_1654
up/down

pKK214
pKK214-FTN_1654

Tet®
pKK?214 containing the gene FTN_1654

sacB suicide vector, Kan®
pMP812 containing the indel; Kan®

LoVullo et al. (2009)
This work

Kuoppa et al. (2001)

Oligonucleotide

number

Sequence (5' to 3' direction)

5' FTN1654_upstreamF-BamHI

pl

GCAAGGATCCGCAAAAGTAACATTAGGATCAGCAGTAGG

5' FTN1654_upstreamR p2 CCGACTTATAGTCCGTTGAAACTCAAATTTAAGCGGCCGCTTTAA
5' FTN1654_downstreamF p3 ATGGAACAAAGGATATACAATATACGTGGCGCATGATTGCTTCTCTT
GTAATATTAGTAATG
3' FTN1654_downstreamR-notI p4 TTAAAGCGGCCGCTTAAATTTGAGTTTCAACGGACTATAAGTCGG
5' FTN_1654 amont PS5 CCTATTGCTGTTCCTAAAGCTGG
5' FTN_1654 aval p6 CAACGCGAATTATTTTTACCTGC
5' pgro_upstream-Smal p7 TGCACCCGGGCGACGAACTAATACTCTATCTTG
P8 GCCACGTATATTGTATATCCTTTGTTCCATTTGTATGGATTAGTCGAG
3' pgro_downstream CTAAAAAGCTCAT
P9 ATGAGCTTTTTAGCTCGACTAATCCATACAAATGGAACAAAGGATAT
5' FTN1654_pgro-upstream ACAATATACGTGGC
3' FTN1654_downstream-Pstl pl0 | CACGCTGCAGCACGATTTGAGAAATTTATCCAAGAG
5' FTL_1803 upF pll CCAAAAAAGCCCATATTAGCAAAG
3' FTL_1803 downR p12 | GCGGATTTGAGAAATTTATCCAAGAG
5'race GSP1_FTN_1654 p13 | CAAACTGGAGCTTTAGGTTCAGC
5'race GSP2_FTN_1654 pl4 | CACAAGGCACCAATCATTGCTG
5'race GSP1_FTN_1653 pl5 CTATCTGACCCTTTTGAACAAGATAGG
5'race GSP2_FTN_1653 pl6 | CTGCAATTGATCTAAGCATTAGTTGG
5'race GSP1_FTN_1655 P17 | CTCTTGGATAAATTTCTCAAATCGTG
5'race GSP2_FTN_1655 P18 | AACTGAAACTAAAGATGGCCAACG

Table S1. Strains, plasmids and primers list.




Amino acid % Amino acid %
Asparagine 59 Glycine 5.7
Arginine 33 Histidine 1.8
Isoleucine 94 Lysine 8.2
Leucine 9.7 Methionine 24
Valine 6.3 Phenylalanine 49
Alanine 6.9 Proline 3

Asparatate 55 Serine 6.6
Cysteine 1.2 Threonine 5.1
Glutamine 3.8 Tryptophane 09
Glutamate 54 Tyrosine 4

Table S2. Amino acid content in F. novicida proteins



Discussion
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Mon projet de these a été centré sur I’importance d’une sous-famille de transporteurs MSF,
appelée Pht, dans la virulence de F. tularensis. Deux transporteurs, AnsP et IleP, assurant

respectivement le transport de 1’asparagine et de 1’isoleucine, ont été particulierement étudiés.

Pour survivre et se multiplier, les bactéries intracellulaires doivent non seulement échapper
au systéme immunitaire (Jones et al., 2012) mais aussi étre en mesure d’adapter leur nutrition
aussi bien du point de vue transport de nutriment que voies métaboliques, aux conditions
nutritionnelles du compartiment dans lequel elles se trouvent. Pour ces pathogénes, et
notamment Salmonella, Legionella, Mycobacterium, Listeria et Francisella, I’adaptation a
I’environnement nutritionnel de I’hote est passée par une réduction de la taille du génome, les
spécialisant ainsi a une niche donnée (Bliska and Casadevall, 2008). Cette réduction de la
taille du génome entraine notamment la perte de voies de biosynthése pour certains acides
aminés présents dans le compartiment de multiplication, créant ainsi une synchronisation des
auxotrophies entre la bactérie intracellulaire et la cellule hote (Price et al., 2014). C’est le cas
pour Chlamydia, qui est auxotrophe pour la plus grande partie des acides aminés, pour les
purines, les pyrimidines et des cofacteurs (Omsland et al., 2014), ainsi que pour L.
pneumophila (Price et al., 2014)(voir Chapitre 111, 1.2.3).

Le cytoplasme eucaryote, initialement considéré comme riche en nutriment et favorable a
la croissance bactérienne, est maintenant reconnu comme un milieu défavorable a la
multiplication des pathogenes (Ray et al., 2009). En effet, les acides aminés, glucides et ions y
sont peu présents sous leur forme libre, aisément utilisable par la bactérie. Les pathogénes
intracellulaires ont donc du adapter leurs mécanismes de capture et d’utilisation des
nutriments a ces contraintes.

Afin d’obtenir en quantité suffisante les nutriments nécessaires a leur croissance, certaines
bactéries intracellulaires ont mis en place des stratégies permettant de moduler les pools
intracytoplasmiques, notamment d’acides aminés, en détournant les mécanismes naturels de
I’héte. C’est le cas d’Anaplasma, un pathogéne intracellulaire utilisant la voie de 1’autophagie
pour former une vacuole protectrice, qui détourne la voie de dégradation protéique du
protéasome pour augmenter la concentration cytoplasmique en acides aminés libres (Niu et
al., 2012; Price et al., 2011). C’est aussi le moyen utilisé par le pathogéne phagosomal L.
pneumophila qui, en injectant la protéine effectrice AnkB, est en mesure de faire dégrader des
protéines de I’hote par le protéasome et donc d’augmenter la concentration d’acides aminés
dans sa vacuole de multiplication (Price et al., 2011; Al-Quadan et al., 2012). Pour ces deux

pathogenes, le blocage des voies de 1’autophagie et du protéasome de 1’hdte lors de ’infection
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entraine une trés forte baisse de leur multiplication intracellulaire, qui peut étre abolie par un

ajout en exces d’acides aminés (Niu et al., 2012; Price et al., 2011) (voir Chapitre III, 1.2.1).

Chez F. tularensis, trois mécanismes ont ¢été d’ores et déja été identifiés pour pallier le
manque d’acides aminés libres dans le cytosol. (1) Le premier est I’induction de la formation
de structures multi-membranaires, par un processus ressemblant a 1’autophagie, dans les
macrophages (Checroun et al., 2006). L hypothése initiale évoquée pour rendre compte de ce
phénomene était la formation d’une niche de survie de Francisella. Cependant, des études
plus récentes ont mis en évidence ’'importance d’un processus d’autophagie ne passant pas
par la voie classique (ATGS) pour la croissance optimale de F. tularensis (Chong et al., 2012;
Steele et al., 2013) (voir Chapitre III, 2.1.5). Un role dans la nutrition est mis en avant, car le
défaut de croissance de la bactérie dans des cellules ou ’autophagie est inhibée, peut étre
compens¢ par un ajout d’acides aminés ou de pyruvate. (2) Le second mécanisme est la
régulation positive de I’importeur d’acides aminés SLC1AS (impliqué dans 1I’import d’acides
aminés neutres et en particulier du glutamate) et la régulation négative concomitante du
transporteur SLC1A7 a la membrane cellulaire (impliqué dans 1’export de glutamate) (Barel
et al., 2012) (voir Chapitre III, 2.1.5). La régulation de ces deux transporteurs, assurant en
temps normal 1’équilibre du pool d’acides aminés intracellulaires, favorise I’entrée et donc
I’augmentation de la concentration cytosolique en acides aminés libres. Ainsi, le milieu
intracellulaire devient plus favorable a la multiplication de Francisella. (3) Le dernier
mécanisme mis en évidence est la capture, par Francisella, du glutathion, un tripeptide
glutamate-cystéine-glutamine, comme source de cystéine, un acide aminé essentiel a la
croissance bactérienne (Alkhuder et al., 2009). Cette capture suggere une évolution de la
bactérie vers le transport d’un élément, abondant dans le cytosol, afin de compenser son
auxotrophie pour la cystéine. Ces différents mécanismes, mis en place par F. tularensis lors
de l’infection, reflétent I’importance de la nutrition dans la virulence de la bactérie, ainsi que
la capacité de la bactérie a utiliser des processus de 1’hote et des nutriments abondants dans le

cytoplasme pour subvenir a ses besoins.

Deux types de données de la littérature nous ont conduit a entreprendre 1’étude des six
transporteurs Pht de Francisella : 1) I’identification du transporteur PhtA de la thréonine chez
L. pneumophila, une bactérie phylogénétiquement proche de Francisella, (Sauer et al., 2005)

et de son role dans la croissance intra-phagosomale et la différenciation de la bactérie ; ii) la
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mise en évidence, par des analyses génomiques, de la présence de transporteurs de la sous-
famille Pht dans différentes bactéries pathogénes a multiplication intracellulaire, dont
Francisella (Chen et al., 2008). L’étude du phénotype de croissance en milieu minimum et de
multiplication intra-macrophagique de mutants dans les geénes codants pour les six
transporteurs Pht de F. novicida, nous a amené a caractériser plus finement les activités de

transport de deux d’entre eux : FTN 1586 ou AnsP et FTN 1654 ou IleP.

L’impact du transporteur AnsP sur la virulence nutritionnelle de F. novicida a tout d’abord
été¢ étudié. Nous avons pu observer qu’une délétion du geéne ansP conduit & une forte
diminution de la multiplication intracellulaire de F. tularensis, réversible par ajout
d’asparagine. L’asparagine est le seul acide aminé en mesure de restaurer la croissance de la
bactérie, que ce soit dans sa forme libre ou sous la forme d’un dipeptide. Cet acide aminé est
particulierement intéressant. En effet, bien que non requis pour la croissance en milieu
synthétique, il est nécessaire a la multiplication intracellulaire de Francisella. Un phénomene
analogue est décrit chez M. tuberculosis. Cette bactérie, prototrophe en milieu de culture pour
I’intégralité des vingt acides aminés, possede en effet deux transporteurs, I’'un d’aspartate et
I’autre d’asparagine, importants pour sa croissance intracellulaire (Gouzy et al., 2014). Ainsi,
chez les pathogenes intracellulaires, le fait de posséder une voie de biosynthése active ne
permet pas de prédire I’absence d’un systéme de transport efficace, ni la nécessité de celui-ci
pour la virulence. Ces résultats vont donc dans le sens du postulat indiquant une préférence de
la capture face a la synthése, quand le nutriment est présent dans le milieu extérieur. Cette
favorisation du transport ne semble pas étre uniquement le fait d’un gain d’énergie mais aussi
d’une adaptation plus rapide aux différents changements de 1’environnement nutritionnel.
Dans le cas d’AnsP, cette adaptation nutritionnelle, via la capture d’asparagine, semble étre en

lien avec I’arrivée de la bactérie dans le cytoplasme.

La seconde partie de mon travail m’a amené a caractériser le transporteur IleP, que j’ai
identifi¢ comme un transporteur d’isoleucine, impliqué dans la virulence de F. tularensis.
L’isoleucine, qui est classée dans les acides aminés ramifiés (en anglais « Branched-chain
amino acids » ou BCAA) tout comme la leucine et la valine, fait partie des acides aminés
utiles non essentiels pour la croissance de F. tularensis en milieu minimum. L’isoleucine étant
nécessaire a la croissance optimale de F. tularensis subsp novicida en milieu synthétique, le
mutant dans le geéne ileP est donc atténué dans sa croissance en milieu minimum. Cette

atténuation est réversible par I’ajout d’un autre acide aminé : la thréonine. La dépendance
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d’un apport extérieur de thréonine pour un mutant dans le géne ileP est aussi observable dans
le contexte de ’infection in vitro de macrophages murins J774. Cette complémentation du
défaut de croissance et de multiplication par la thréonine chez F. novicida s’explique par la
présence d’une voie de biosynthése active des BCAA en partant de la thréonine. A I’inverse,
cette voie est annotée comme inactive chez les sous-espéces plus virulences F. holarctica et
F. tularensis. Pour ces derniéres sous-especes, I’apport d’isoleucine, via le transporteur IleP,
est donc absolument nécessaire a leur croissance. Cette observation illustre bien la
spécialisation nutritionnelle des pathogénes a leur niche préférentielle. En effet, la sous-
espece novicida, principalement environnementale, est a la fois en mesure de capter
I’isoleucine et de la synthétiser a partir de la thréonine. Cette diversit¢ des possibilités
nutritionnelles la rend donc plus adaptée a des changements de milieux, fréquents dans
I’environnement. A l’inverse, les sous-espéces fularensis et holarctica, plus virulentes, ont
spécialisé leur nutrition aux acides aminés disponibles dans le cytoplasme de I’hote et ont
privilégié le transport de I’isoleucine a la biosynthése. Ce mécanisme d’adaptation
nutritionnelle, via une réduction du génome, a déja été observé chez S. typhi (Holt et al., 2009;
McClelland et al., 2001; Thomson et al., 2008) et peut aller jusqu’a la synchronisation des
auxotrophies de la bactérie avec 1’hote, comme identifiés chez L. pneumophila (Price et al.,

2014).

Ces travaux, qui ont permis la caractérisation des transporteurs d’asparagine et d’isoleucine
AnsP et IleP, mettent bien en lumicre le phénomene d’adaptation nutritionnelle que réalise
Francisella en pénétrant dans le milieu intracellulaire. En effet, ces deux acides aminés,
d’importance variable pour la croissance de la bactérie en milieu minimum (I’asparagine fait
partie des acides aminés inutiles et I’isoleucine des utiles non essentiels), apparaissent comme
essentiels lors de la multiplication intracellulaire. Nos travaux ont de plus montré que le role
de ces transporteurs, non limité au compartiment phagosomal, est essentiel durant la totalité
du cycle intracellulaire de Francisella et notamment lors de la multiplication cytosolique. Il
pourrait donc étre judicieux de renommer plus généralement cette sous-famille
« Transporteurs d’Acides Aminés Intracellulaires ».

L’étude de la nutrition dans le cadre de I’infection rencontre deux difficultés principales :
d’une part, la nature complexe du cytosol et la variation des pools de nutriments retrouvés en
fonction des types cellulaires et du milieu de culture ; d’autre part, la variation de la capture et
de I'utilisation des nutriments par la bactérie en fonction des environnements nutritionnels. De

nouvelles approches, combinant des méthodes d’analyse de mutants classiques avec des
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approches de métabolomiques in vitro et in vivo, devraient permettre d’en savoir plus sur
I’acquisition des nutriments par les bactéries intracellulaires et sur leur métabolisme. De
méme, 1’analyse des profils transcriptionnels ou protéomiques des bactéries, dans le cadre de
I’infection in vivo, pourrait permettre d’identifier les génes et protéines métaboliques
essentiels a I’infection, en fonction du modele animal utilisé, du type d’infection et de la voie
d’inoculation. Pour terminer, I’utilisation de nutriments marqués par des radioisotopes devrait
permettre de connaitre les sources de carbone et d’azote captés par la bactérie lors de
I’infection.

L’augmentation des connaissances concernant les stratégies d’exploitation des nutriments
de I’hdte par les bactéries, devrait favoriser le développement de mutants d’auxotrophie
utilisables pour la vaccination humaine et animale. De plus, en ciblant les voies de
métabolisme importantes pour la nutrition de la bactérie ainsi que les mécanismes
d’utilisation des nutriments de 1’hote, de nouvelles approches thérapeutiques dans le

traitement des infections sont possibles par réduction de I’acces aux nutriments.

131



Annexes :

En parall¢le de mes travaux sur les transporteurs Pht, j’ai eu I’opportunité de participer a
d’autres projets du laboratoire. Un premier projet a porté sur I’étude d’un transporteur de
glutamate, GadC, impliqué dans la résistance au stress oxydant rencontré par Francisella dans
le compartiment phagosomal des macrophages infectés. Un second projet a porté sur 1’étude
d’une protéine chaperon, MoxR, impliquée dans plusieurs fonctions métaboliques majeures
de la bactérie. Enfin, j’ai participé a la rédaction d’une revue portant sur les protéines
impliquées dans la virulence et la réplication de Francisella a I’intérieur des macrophages.

Les publications correspondantes sont présentées ci-apres.
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Annexe 1 : Proteins involved in Francisella tularensis

survival and replication inside macrophages.
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Francisella tularensis, the etiological agent of fularemia, is a member of the
y-proteobacteria class of Gram-negative bacteria. This highly virulent bacterium
can infect a large range of mammalian species and has been recognized as a
human pathogen for a century. F. fularensis is able to survive in vitro in a variety
of cell types. In vivo, the bacterium replicates mainly in infected macrophages,
using the cyftoplasmic compartment as a replicative niche. To successfully adapt
to this stressful environment, F. tularensis must simultaneously: produce and
regulate the expression of a series of dedicated virulence factors; adapt its
metabolic needs to the nuftritional context of the host cytosol; and control the
innate immune cytosolic surveillance pathways to avoid premature cell death.
We will focus here on the secretion or release of bacterial proteins in the host, as
well as on the envelope proteins, involved in bacterial survival inside macrophages.

Francisella tularensis is a small Gram-negative
bacterium responsible for tularemia, a zoonotic
disease that includes several clinical manifesta-
tions and various levels of severity depending on
the route of entry of the bacteria [1]. The most
common route of infection is through the skin,
leading to ulceroglandular tularemia. Inhalation
of the bacteria can lead to pneumonic tulare-
mia, which is a life-threatening disease. In the
absence of antibiotic treatment or if treatment
is not taken early enough, mortality during
pneumonic tularemia can be as high as 30%
(2]. Furthermore, F. tularensis is one of the most
highly infectious pathogens for humans. Indeed,
the lethal dose for humans is estimated to be less
than ten bacteria upon inhalation. In addition,
F. tularensis is naturally resistant to penicillin
due to the expression of B-lactamase. These fea-
tures have led the CDC to classify F. tularensis
as a category A bioterrorism agent [3].

Four different subspecies of F. rularensis that
differ in virulence and geographic distribution
exist, designated F. tularensis subsp. tularensis,
F. tularensis subsp. holarctica, F. tularensis subsp.
novicida and F. tularensis subsp. mediasiatica.
F. tularensis subsp. tularensis is the most virulent
subspecies, causing severe disease in humans,
whereas F. tularensis subsp. holarctica causes a
disease that is similar but less severe [4]. While
subsp. mediasiatica may cause human disease,
it is rare that subsp. novicida does so. However,
F. tularensis subsp. novicida, which is still highly
virulent for mice, is often used as a surrogate

10.2217/FMB.12.103 © 2012 Future Medicine Ltd

model to study the molecular basis of F. tular-
ensis pathogenesis [5). £. tularensis is a facultative
intracellular pathogen that infects a variety of
cell types within the host, such as phagocytes
(including neutrophils), epithelial cells and
hepatocytes. Mutant strains that are unable to
replicate inside phagocytic cells are generally
severely attenuated for virulence, and the abil-
ity of the bacterium to enter and replicate inside
macrophages is essential for the pathogenicity of
F. tularensis [6).

F. tularensis replicates in the cytosolic compart-
ment of infected cells. Until recently, the host
cytosol was considered to be a safe and nutrient-
replete haven for the few bacterial pathogens that
have chosen this cellular compartment for sur-
vival and multiplication [7]. It is now clear that
cytosolic bacteria have to face a highly stressful
environment in which they must:

Adapt their metabolism to the nutritional
context of the host cytosol;

Control the innate immune mechanisms, in
particular the cytosolic surveillance pathways,
to avoid premature cell death;

Produce and regulate the optimal expression
of dedicated virulence factors at the different
steps of its infectious cycle.

The capacity of a macrophage to deprive intra-
cellular pathogens of required nutrients [8] is
now viewed as an intrinsic antimicrobial innate
immune defense mechanism, often referred to
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as ‘nutritional immunity’ (e.g., see [9]). We have
recently discussed the importance of metabolism
and nutrition for F. tularensis pathogenesis [10],
and so this aspect will not be discussed here.
Cytosolic surveillance systems, which exist to
monitor the presence of microbial molecules
within the host cytosol and mount antibacterial
responses, include capturing by autophagy [11,12]
and triggering cell death pathways, including
apoptosis and pyroptosis. F. rularensis largely
escapes autophagy [13], delays cytosolic innate
immune responses [14] and is able to perform
approximately seven to eight replication cycles in
the host cytosol [15]. The mechanisms and attri-
butes used by F. tularensis to avoid/manipulate
host surveillance pathways have been recently
reviewed elsewhere (for reviews, see [16-18]).

In this review, we aim to provide a comprehen-
sive update of the proteins involved in F. tularen-
sis replication inside macrophages. Special atten-
tion will be paid to the mechanisms involved in
the secretion and/or release of proteins in the
host cell.

Secreted proteins

In bacteria, secreted proteins cross the cytoplas-
mic membrane either via the general secretory
pathway (or Sec translocon, for the secretion of
unfolded proteins) or the twin arginine translo-
cation pathway (Tat, for the secretion of folded
proteins). These two pathways, dedicated to the
secretion of proteins bearing typical N-terminal
signal sequences [19], are present in all domains
of life. In addition, bacteria possess more dedi-
cated protein secretion systems and appendages to
secrete molecules in the external milieu. In Gram-
negative bacteria, eight different protein secretion
pathways have been described thus far, designated
type I (T'1SS) to type VIII (T8SS) secretion sys-
tems [20-23]. Some of these systems (T3SS, T4SS
and T6SS, in particular) have been implicated
in interactions between bacterial and eukaryotic
cells and in the translocation of bacterial effectors
directly into the eukaryotic cytosol [24].

In silico analysis of Francisella genomes reveals,
in addition to the classical components of the
general Sec pathway, the presence of at least
three specific secretion machineries:

A putative T1SS, including the channel-forming
protein TolC;

A type II-like secretion system, represented by
type IV pili (or Tfp);

A type VI-ike secretion system, encoded by the
Francisella pathogenicity island (FPI) (Fieure 1).

Future Microbiol. (2012) 7(11)

By contrast, there is currently no evidence of
the presence of intact T3SS or T4SS in Francisella
(25.26]. Although several putative substrates of a
Tat pathway can be predicted, it is noteworthy
that no evidence of a functional Tat system has
been provided.

The contribution of the T1SS, T28S-like and
T6SS in F. tularensis intracellular survival will
be discussed below.

Type | secretion

T1SS functions in the secretion of a variety of
toxins and other virulence factors directly from
the cytoplasm to the extracellular milieu in a sin-
gle energized step. In Escherichia coli, the TolC
protein is the outer membrane (OM) channel
component of the T1SS involved in hemolysin
secretion (via the HlyBD—-TolC complex [27)) and
in the efflux of small noxious molecules (via the
AcrAB-TolC complex [28]). F. tularensis contains
three TolC paralogs: TolC, FtlC and SilC [29].
Both TolC and FtlC participate in multidrug
resistance in F. zularensis, but only TolC is a criti-
cal virulence factor in F. tularensis subsp. holarc-
tica strain LVS [30]. Moreover, a Azo/C mutant
is hypercytotoxic to both murine and human
macrophages, and elicits increased secretion
of proinflammatory chemokines from human
macrophages and endothelial cells. Hence,
F. tularensis TolC is assumed to contribute to
inhibition of host cell death and delaying host
innate immune responses. Inhibition of host
cell death is generally considered to be a strat-
egy used by intracellular pathogens to prolong
their survival and replication time in their intra-
cellular niche. Remarkably, the targeted deletion
of the #0/C gene in F. tularensis subsp. tularensis
strain SCHU $§4 resulted in significantly pro-
longed time to death [31), suggesting a similar
role in both subspecies. The exact mechanism
by which TolC participates to these processes is
not known. One can speculate that, since TolC
is located in the bacterial OM, it may interact
directly with host cell components. Alternatively,
TolC may constitute a genuine T1SS that deliv-
ers effector(s) (toxins or other molecules) that
are responsible for the control of the host innate
immune response.

Type Il secretion & type IV pili

The T2SS, also known as the main terminal
branch of the general secretory (Sec) pathway,
mediates the translocation of proteins from the
periplasm across the OM of Gram-negative bac-
teria. The best-characterized T2SS is the pullu-
lanase secretion apparatus of Klebsiella species,
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Figure 1. The secretion systems of Francisella tularensis. From left to right: the type | secretion system; the type ll-like sectetion
system (Tfp); the general secretory apparatus (Sec); the type VI-like secretion system (Francisella pathogenicity island-encoded); and MFS
and ABC transporters (IM), as well as OMPs and LPPs (OM). Inset depicts an OMV.

IM: Inner membrane; LPP: Lipoprotein; MFS: Major facilitator superfamily; OM: Outer membrane; OMP: Outer membrane protein;

OMV: Outer membrane vesicle; P: Periplasm.

which is composed of 15 components, several
of which are similar to Tfp proteins [32]. Tfp are
multifunctional filamentous appendages that are
involved in the virulence of many Gram-negative
pathogenic bacteria, generally by promoting
attachment to host cells (33]. Tfp and T2SS use
homologous components to mediate substrate
release [32]. However, in spite of their common
origin, these systems have diverged and acquired
unique properties to perform distinct biological
functions.

The different subspecies of F. tularensis have
different secretion capacities in broth [21.22].
Indeed, significant protein secretion in the extra-
cellular medium has only been observed with
F. tularensis subsp. novicida and is specifically
mediated by Tfp. F. tularensis genomes contain
numerous genes with similarity to known Tfp
genes, including secretin (PilQ) and six genes
predicted to encode major type IV pilin subunits,
designated pilEI (or pilA) to pilEG6. Surface fiber
expression has been observed in both F. zular-
ensis subsp. holarctica LVS, F. tularensis subsp.
tularensis SCHU S4 and in F. rularensis subsp.

novicida U112 34-36). There is strong evidence
in U112 and SCHU S§4 strains that pilE4
encodes the pilin subunit [35,36]. However, LVS
completely lacks pi/EI (pilA), has mutations in
pilE2 and pilE3 (implying that the remaining
functional pilin genes contribute to surface fiber
expression) and expresses a nonfunctional PilT
(the ATPase involved in pilus retraction).

At present, the role that Tfp-mediated secre-
tion could play in F. tularensis virulence is
still not fully understood. The very low level
of protein secretion in pathogenic F. rularen-
sis subsp. holarctica during growth in broth
has been mainly attributed to the presence of
pseudogenes of Tfp-encoding genes. However,
in pathogenic F. tularensis subsp. tularensis spe-
cies, the Tfp-encoding genes are intact, yet the
bacterium secretes very low amounts of protein
in the external milieu during growth in broth.

Of note, a recent proteomic analysis revealed the
presence of low amounts of more than 100 pro-
teins in cell culture filtrates of F. tularensis subsp.
tularensis SCHU S4 and F. tularensis subsp. hol-
arctica LVS [37). Many of these proteins are not
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predicted to be secreted, suggesting alternative
secretion mechanisms in these bacteria.

The Tfp biogenesis genes p#/C and pi/Q both
contribute to virulence in the highly virulent
type A strain SCHU S4 [38]. The pilin PilEl
(PilA) is the only pilin that has been shown to
be required for full virulence in both type A and
type B strains [38,39). However, the molecular
mechanism whereby PilE1 promotes infection is
not known. One might speculate that pilin sub-
units may constitute, or be part of, a type II-like
secretion system required during intracellular
growth to promote secretion of yet to be identified
effectors.

Type VIl secretion

The T6SS was first discovered in Vibrio chol-
erae and has now been identified in more than a
quarter of all sequenced bacterial genomes [40].
Pathogenic bacteria use T6SS to inject effec-
tor proteins into infected host cells. In spite of
a heterogeneous overall genetic organization,
most T6SS systems encode homologs of V. chol-
erae proteins: IemF (TssM), IemH/DotU (TssL),
ClpV, VipA (TssB), VipB (TssC), VgrG (Tssl)
and Hcp (TssD) proteins [41-43]. VgrG and Hep
are the two main proteins secreted by T6SS.
They show structural resemblance to proteins
of the cell-puncturing apparatus used by the T4
bacteriophage. Hence, Hep may form a tubule-
like hollow structure with a trimeric membrane-
puncturing VgrG complex situated at the tip,
through which macromolecules may be delivered
directly into target cells (44]. In addition to Hep
and VgrG proteins, RbsB in Rhizobium legumi-
nosarum, Evp in Edwardsiella tarda and TssM in
Burkholderia pseudomallei have been identified as
secreted TG6SS effectors [45]. Their roles are still
largely unknown. Very recently, the T6SS has
also been shown to be involved in delivery of
toxins to other bacteria [46].

The FPI

The 33-kb FPI consists of 16-19 open reading
frames and plays a crucial role in the virulence
of F. tularensis (47). Notably, the FPI is dupli-
cated in all the subspecies of F. tularensis except
F. tularensis subsp. novicida, where it is present in
asingle copy. The species Francisella philomiragia
also possesses a single copy of the FPI. Systematic
mutational analyses of the FPI-encoded genes
have shown that most of them participate in
bacterial virulence. Many of the FPI genes have
also been repeatedly identified in various genetic
screens [15], confirming the critical role of this
locus in F. tularensis pathogenesis.

Future Microbiol. (2012) 7(11)

In F. tularensis subsp. novicida, 14 out of the
18 genes within the FPI are required for intram-
acrophage multiplication [48]. /n silico analyses
have suggested that proteins encoded by the FPI
might constitute a T6SS that is phylogenetically
distinct from all other T6SS clusters described
so far [49]. Indeed, it encodes proteins with lim-
ited homology to IemF (PdpB), IcmH/DotU,
VipA (IglA), VipB (IglB) and VgrG. IglC is sug-
gested to be structurally homologous to Hep [50].
The F. tularensis VgrG homolog is significantly
smaller than any described VgrG and without
an active C-terminal domain. Although it is not
yet fully established that the F. tularensis FPI
encodes a true T6SS, the current hypothesis is
that it might secrete effector proteins into the
host cytosol. IglC (the Hcp homolog) was the
first FPI protein shown to be highly expressed
in the host cytosol during F. tularensis subsp.
holarctica LVS infection [s51]. Although pre-
dominantly cytoplasmic [51], a small fraction of
IglC localizes to the bacterial surface 52]. IglC
export does not occur in pdpB, dotU, iglA or ig/B
mutants of F. tularensis subsp. novicida, support-
ing the notion that its export is T6SS dependent
(50]. More recently, Barker ez a/. demonstrated
secretion of two additional F. rularensis subsp.
novicida proteins, VgrG and Igll, into the cyto-
sol of infected macrophages [53]. Secretion of
these two proteins was demonstrated by using
C-terminal CyaA fusions (following the accu-
mulation of cAMP in the host cell cytosol, see
below) and N-terminally FLAG-tagged pro-
teins. Strikingly, in contrast to all VgrG proteins
reported so far, F. tularensis VgrG appeared to be
exported into the extracellular milieu in an FPI-
independent fashion [53], suggesting a unique
mechanism of export. It is still unclear whether
Igll secretion into host cells is dependent on core
FPI components.

In spite of all the efforts devoted to the FPI
and to its potential secreted effectors, its func-
tional role in F. tularensis virulence is still largely
unknown. At this stage, it is reasonable to assume
that (any) FPI-dependent secreted proteins inter-
act with host partner proteins to modify the host
(metabolism and/or innate immunity) to the
benefit of the bacterium.

OM vesicles

Membrane vesicle release is a universal phenom-
enon shared by bacteria, archae and eukary-
otes. The release of vesicles provides a simple
and rapid means to respond to many different
situations, including environmental changes,
as well as for pathogenic bacteria to secrete
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virulence factors and deliver toxins or effec-
tors for interacting with the host. OM vesicles
(OMVs) are spherical structures (50-250 nm
in diameter) released from the surface of many
Gram-negative bacteria during cell growth [54].
On their surface, OMVs comprise the same
components as the OM from which they derive
(i.e., an asymmetric lipid bilayer with lipopoly-
saccharide [LPS] on the outer leaflet), as well as
all the OM-associated proteins (e.g., B-barrels,
lipoproteins [LPPs]). The interior of OM Vs con-
tains both periplasmic and cytoplasmic proteins.
Although they have been observed for more than
three decades, their release mechanism has not
yet been fully understood [5s].

Francisella spp. have recently been shown to
produce OM Vs when grown to stationary phase
in liquid broth [s6]. Mass spectrometry analyses
of OMVs from F. tularensis subsp. novicida and
F. philomiragia led to the identification of hun-
dreds of different proteins, including 166 pro-
teins common to both species. The Francisella
OMVs also contained significant amounts of
chromosomal DNA. In agreement with earlier
studies, the F. tularensis subsp. novicida OMV
proteome was composed mainly (60%) of
predicted cytoplasmic proteins, including the
chaperone GroEL (which was the most abun-
dant protein identified), DnaK and KatG. It
also contained predicted OM proteins, includ-
ing notably PilQ (the Tfp secretin) and TolC, as
well as predicted periplasmic and extracellular
proteins. Six proteins encoded by the FPI were
also identified (PdpA, B and D, and IglA, B and
C). Many of the OMYV proteins have a demon-
strated role in Francisella pathogenesis. Hence,
OMVs may constitute a genuine ‘vesicle-medi-
ated secretion system’ employed by Francisella
to deliver virulence factors in the host cytosol.
Further experimental work will be required to
test this tempting hypothesis.

Other secreted/released proteins

In 2006, Lee er al. compared the proteins
released in the culture medium of the virulent
isolate F. tularensis subsp. tularensis RCI to that
of F. tularensis subsp. holarctica LVS, grown in
chemically defined medium [57]. The catalase-
peroxidases KatG, DnaK and GroEL were among
the 12 most abundant proteins found in culture
filtrates from both strains. Interestingly, western
blot analysis of bacterial proteins released after
10 h of infection of THP-1 macrophages with
the virulent RCI strain identified both KatG and
GroEL. At present, this observation, suggesting
that these two proteins are indeed released in the
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cytosol of infected cells, has not been confirmed
by other studies.

The F. tularensis KatG has the capacity to
detoxify bactericidal compounds such as H,O,
and ONOO- [s8]. In this respect, k2¢G mutants
of both £ rularensis subsp. tularensis SCHU S4
and F. tularensis subsp. holarctica LVS show
enhanced susceptibility to H,O, in vitro [59).
However, katG inactivation has no effect on
intracellular survival of the mutants in macro-
phages, and only little or no effect i vivo. These
observations suggest that KatG might protect
Francisella against reactive oxygen and nitrogen
species in other cell types than macrophages and
that virulent species possess additional resistance
mechanisms.

As mentioned above, the proteomic analy-
sis of OMVs revealed that DnaK, GroEL and
KatG were among the major proteins identified
in F. tularensis subsp. novicida 56]. Moreover,
KatG has also been detected in . tularensis OM
fractions by Huntley ez al. [60].

The acid phosphatase AcpA

Acid phosphatases hydrolyze the phosphoryl
groups of phosphomonoesters at acidic pH.
Francisella subspecies possess at least four acid
phosphatases (designated AcpA, B and C, and
Hap). The simultaneous loss of all four acid
phosphatases in F. rularensis subsp. novicida
has been shown to dramatically affect phago-
somal escape, intramacrophage survival and
virulence [61]. These effects are less pronounced
in F. tularensis subsp. holarctica and rularensis
(SCHU $4) [62]. The four acid phosphatases
were shown to directly participate to dephos-
phorylation of the Phox components of the
NADPH oxidase, thus preventing their func-
tional assembly and, ultimately, the produc-
tion of reactive oxygen species. The structure
of AcpA, the major acid phosphatase, has been
determined [63], and its phosphatase activity
has been demonstrated iz vitro, with purified
phosphorylated NADPH oxidase components
p40phox and p47phox [62]. AcpA, initially
described as an OM protein [64], has also been
found in the culture supernatant [56]. Recent
studies revealed that AcpA was also secreted
by F. tularensis subsp. novicida U112 within
macrophages [65]. Remarkably, immunofluo-
rescence microscopy experiments performed
in human monocyte-derived macrophages
revealed that as early as 30 min after infection,
a minor fraction of AcpA was able to diffuse
across the phagosomal membrane into the
host cell cytosol with both F. tularensis subsp.
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novicida and F. tularensis subsp. tularensis
SCHU S4 strains [65].

However, studies from two different groups
of mutants generated in F. rularensis subsp.
tularensis SCHU S$4 have demonstrated that
acid phosphatases are completely dispensable
for phagosomal escape and intramacrophagic
growth, disruption of NADPH oxidase activ-
ity in neutrophils and virulence in mice [66,67].
Thus, the significance and relevance of rapid
AcpA secretion by F. rularensis subsp. novicida
remains unclear. At this stage, the molecular
mechanisms underlying this release are still
unknown but have been hypothesized to cor-
respond to fusion events between OMVs and
the phagosomal membrane.

Altogether, these data support the notion
that the vast majority of the proteins released
by Francisella in culture originate from OMVs.

Surface structures

The importance of extramembranous surface
structures (e.g., LPS, capsular material and sur-
face glycoproteins) in F. tularensis virulence has
been clearly established. The biogenesis of the
Francisella LPS, its biochemical composition
and its role in pathogenesis have been extensively
studied (reviewed in [68-70]; see also [71-75] for
recent studies) and, therefore, will not be dis-
cussed here. We will briefly discuss the produc-
tion of a peptidic capsular material and surface
protein glycosylation.

Poly-y-glutamate or not

poly-y-glutamate: the cap enigma
The existence and composition of the F. tularen-
sis capsule(s) is still a subject of great controversy.
Several electron microscopic analyses supported
the existence of a F. tularensis capsule, whereas
other unsuccessful attempts suggested that
LPS O-antigen might be the only capsule-like
structure [76-78].

The capBCA locus was the first gene cluster
possibly encoding a capsule that was identified
in a signature mutagenesis screen performed
in F. tularensis subsp. holarctica LVS [79]. The
three genes of this locus share significant simi-
larities with genes within the capBCADE locus
of Bacillus anthracis (30,81], which are respon-
sible for poly-y-glutamate (PGA) synthesis. In
B. anthracis, PGA synthesis depends primar-
ily on the proteins CapB and CapC, whereas
PGA transport requires the presence of the
proteins CapA and CapE. Finally, PGA is
either anchored to the bacterial surface, via
the action of the y-glutamyl transpeptidase
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CapD, or released in the extracellular milieu.
The F rtularensis capBCA locus (FT1_0805-
FTT_0807 in F. tularensis subsp. tularensis
SCHU $4 strain) has been shown to be neces-
sary for the infection of LVS in a respiratory
infection mouse model [82]. More recent studies
confirmed the role of this locus in the virulence
of the SCHU S$4 strain [79,82,83]. Furthermore,
deletion of capB alone was shown to impair vir-
ulence in both holarctica and tularensis subspe-
cies [79.83]. Confocal microscopy experiments
with AcapB and AcapBCA mutants of LVS indi-
cated that these mutants were severely impaired
in their ability to escape from the phagosomal
compartment of infected human macrophages.
Hence, the capBCA genes are likely to contrib-
ute mainly to the early step of F. tularensis intra-
cellular survival, perhaps by producing some
kind of PGA. However, no PGA-like material
could be detected from F. tularensis cultures,
even in broth, in experiments performed to
date [81,83]. Further studies will be required to
conclusively establish the functional role of the
capBCA locus in the production of a capsular
material.

Notably, the recent development of a spe-
cific monoclonal antibody led Apicella ez 4/. to
identify an O-antigen capsular polysaccharide
around all F. rularensis type A and B strains
tested [77]. Mass spectrometry, compositional
analysis and nuclear magnetic resonance indi-
cated that the capsule was composed of a poly-
mer of the tetrasaccharide repeat, identical in
composition to the LPS O-antigen subunit but
corresponding to a structure that was distinct
from LPS. Indeed, mutations in genes encod-
ing for O-antigen glycosyltransferases blocked
LPS O-antigen and capsule biosynthesis, but
mutations in genes encoding for O-antigen
polymerase or acyltransferase only prevented
LPS O-antigen synthesis, not capsule synthesis.

Envelope protein glycosylation

The genetic locus FI'T_0789-FT1_0800 of
F. tularensis subsp. tularensis (FTL_1432—
FTL_1421in F. tularensis subsp. holarctica LVS)
contains genes that are potentially involved in
polysaccharide biosynthesis, including:

Four genes encoding putative glycosyltrans-
ferases;

A galE homolog (encoding a putative UDP-
glucose 4-epimerase);

One gene encoding a putative ABC transport
protein (F1'7_0793).
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The whole cluster is conserved in subspecies
tularensis and holarctica, whereas the genome of
subsp. novicida possesses only the four proxi-
mal genes of the cluster (corresponding to
FTT_0789-FTT_0792). Most of the genes
within this locus have been hit in at least one
genetic screen searching for attenuated mutants
[72.84-86], strongly supporting the notion that
this locus plays an important role in F. tularensis
virulence. Interestingly, Bandara ez a/. recently
isolated a capsule-like material (CLM) in F. tula-
rensis subsp. holarctica LVS after repeated pas-
sages in defined medium [78]. The authors found
that the FTL_1432-FTL_142] locus contrib-
uted to CLM production. Although the nature
of the CLM was not fully characterized, the data
revealed that the CLM was distinct from LPS,
contained glucose, galactose and mannose and
suggested that it might be a glycoprotein.

In a search for genes that are responsible for
protein glycosylation in F. rularensis subsp. tula-
rensis SCHU S4, Thomas et al. recently reported
that inactivation of F77"_0791 and FT1_0798
genes resulted in loss of glycosylation of the LPP
DsbA, an essential virulence factor of F. tula-
rensis [87-89]. The mutations had no effect on
LPS O-antigen biosynthesis. Remarkably, they
did not impair bacterial virulence in the mouse
model of subcutaneous tularemia, indicat-
ing that glycosylation of DsbA does not play a
major role in SCHU $4 virulence under these
conditions.

A very recent study identified another protein
(PglA, FT'T_0905, annotated as a type IV pilus
glycosylation protein) to be responsible for the
glycosylation of DsbA in the F. tularensis subsp.
holarctica virulent strain FSC200 [90]. In addi-
tion, Peng et al. reported that inactivation of the
ortholog of FTT_0793 in F. tularensis subsp.
novicida (which also impaired 77 vivo survival
(84]) caused increased intracellular bacterial lysis,
thus increasing nonspecifically AIM2-dependent
pyroptosis and other innate immune signaling
pathways [72]. Hence, at least in subsp. novicida,
the putative ABC transport protein FTN_1217
(FTT_0793 in SCHU S4) contributes to bacte-
rial membrane integrity during cytosolic growth
of the bacterium.

Other envelope proteins

Several OM proteins have been shown to con-
tribute to F. tularensis intracellular survival.
These include a OmpA-like protein (FTT_0831c
in F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4 [91))
and FopC (FTN_0444 in F. tularensis subsp.
novicida (92,93)), as well as LPPs such as LpnA
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(Tul4) and the newly identified LPP encoded
by the FTN_1103 gene in F. tularensis subsp.
novicida 194]. These proteins influence/control
the host cell innate immune defenses, either by
silencing bacterial recognition by surface TLR2
(LPPs) or by interfering with the intracellular
activation pathways (OmpA-like protein and
FopC). The mechanisms of host defense sub-
version have been recently reviewed [95] and will
not be discussed further here.

Transporters

The intracellular niche contains numerous uti-
lizable carbon substrates in variable amounts,
various nitrogen, phosphorus and sulfur sources
and variable (and most often scarce) sources of
essential ions, such as iron, magnesium, zinc
and manganese (796]. The efficient transport
of nutrients is thus critical for intracellular sur-
vival. Therefore, these bacteria generally possess
multiple specific nutrient uptake systems, many
of which are tightly regulated to promote their
optimal temporal expression.

Here, we will first recall our current under-
standing of iron uptake by intracellular
Francisella and then discuss recent studies on
efflux pumps.

Iron uptake

Iron is an essential cofactor for many enzymes
and the ability to acquire iron has been demon-
strated to play a critical role in the outcome of
numerous bacterial infections. However, many
fundamental mechanistic questions about bac-
terial iron uptake remain unanswered. Ferric
iron (Fe®*) is water insoluble and thus requires
specialized proteins for its solubilization and to
facilitate its mobilization. Mammalian species
possess several iron binding and storage proteins
(e.g., lactoferrin, transferrin, ferritin and lipo-
calin) but the majority of mammalian iron exists
as heme and hemoglobin. The production of
siderophores, which generally chelate iron with
a higher affinity than eukaryotic proteins, is one
way that pathogenic bacteria utilizes to over-
come iron sequestration. Gram-negative bacte-
ria notably possess dedicated envelope uptake
systems to bind and internalize ferric siderophore
complexes and, in some cases, heme and iron
binding proteins [97].

Unlike other intracellular pathogens, which
possess numerous iron uptake systems [98], the
F. tularensis genomes encode only two iron
transport systems: a siderophore production
and capture system encoded by the fs/ operon
(for Francisella siderophore locus; also called fig
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in the subsp. novicida); and a putative ferrous
(Fe?") iron transport system encoded by the féoA
and feoB genes (FT1_1403c and FTT_0249,
respectively, in F. tularensis subsp. tularensis)
(99]. Intriguingly, the F. tularensis genomes do
not encode orthologs of the inner membrane
proteins TonB, ExbB and ExbD, which are gen-
erally required to energize the iron uptake pro-
cess in Gram-negative bacteria [100]. In addition,
translocation of the ferric siderophore across the
inner membrane requires a periplasmic binding
protein and specific ABC transporters. The
F. tularensis subsp. tularensis SCHU S$4 genome
encodes only 15 complete ABC transporters, and
only three of them are predicted to be importers.
Their possible role in iron uptake has not been
studied so far. In particular, the F7'7__0207:~
FTT _0208c—FTT_0209clocus is the only locus
predicted to encode a divalent ion transport sys-
tem (predicted zinc/manganese transport system
permease protein in the Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes [KEGG] database) that has
been identified in eatlier genetic screens [10].

As in other bacterial species, these two loci
are under the negative control of the Fur repres-
sor (encoded by the fur gene, FT1_0030c, in
F. tularensis subsp. tularensis, located immedi-
ately upstream of the fs/ operon) (Fieure 2). The
fsl operon is composed of six genes (fs/A to f5/F)
(101). The genes f5/A and f5/C (FT'T_0029¢ and
FTT 0027, encoding a putative siderophore
synthase and a pyridoxal-dependent decarbox-
ylase, respectively) are responsible for the produc-
tion of a siderophore that is similar in structure
to rhizoferrin (102]. The gene f/E (FT1_0025¢)
is assumed to encode the siderophore receptor
(91,103,104]. Of note, FsIB and FsID contain puta-
tive major facilitator superfamily (MFS) domains
(FTT_0028c and FTT_0026¢) and, thus, could
be involved in siderophore release. Mutants in
JslA, fsIB and f5/C have been found repeatedly in
various screens (for reviews, see [15,105]), support-
ing the notion of the importance of this operon in
F. tularensis pathogenesis. The F. tularensis subsp.
tularensis genome encodes one FslE paralog, des-
ignated FupA (FTT_0918), which shares 59%
amino acid identity with FsIE. Unlike genes of the
Fur-regulated f5/ operon, expression of FT1__0918
is not affected by the iron concentration, imply-
ing a different regulation [103). Both FslE and
FupA proteins are predicted to form B-barrels in
the bacterial OM. It was recently demonstrated
that these two paralogs function in concert to
promote siderophore-dependent and -indepen-
dent iron uptake [91]. The authors notably showed
that FupA, but not FslE, facilitated high-affinity
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Fe?* uptake. In J774A.1 macrophage-like cells,
only the Afs/E-AfupA double mutant showed sig-
nificantly impaired multiplication. In a mouse
model, the AS/E-AfupA double mutant was also
significantly more attenuated than the single
mutant, suggesting that the two systems function
in concert to facilitate iron capture and, hence,
contribute to bacterial virulence.

Efflux pumps

ABC transporters, the MFS of transporters and
the resistance—nodulation—division (RND)
efflux systems constitute the major modes of resis-
tance to antibacterial drugs. These complexes are
generally associated with the OM TolC channel
(see above). The MES (31 proteins) represents
the larger subclass of secondary transporters in
F. tularensis [10). They are predicted to transporta
broad variety of substrates across the inner mem-
brane (via import, export, symport or antiport
mechanisms). At present, none of these family
members have been functionally characterized.
The RND efflux system consists of a tripartite
transporter with a cytoplasmic membrane pro-
tein (AcrB) and a periplasmic membrane fusion
protein (AcrA) coupled to OM TolC. The F. tula-
rensis subsp. tularensis SCHU S§4 genome encodes
only four putative RND genes. The ActA—AcrB
system is encoded by an operon (F77_0105¢ to
FT'T 0107c) that also comprises the dsbA gene
(FTT_0107c) that is involved in virulence (see
above). In F. tularensis subsp. holarctica LVS, an
acrB mutant showed attenuated virulence [106].
By contrast, in F. rularensis subsp. tularensis
SCHU S$4, deletions in acrA and acrB had no
impact on either intracellular growth or on viru-
lence in a mouse (when given intranasally) [107].
In spite of these apparently conflicting obser-
vations, this RND system might contribute to
virulence under other infectious conditions (e.g.,
other cell types, other routes of infection and/or
animal models). The other two RND-like pro-
teins, FTT_1115¢ and FTT_1114c, are ortho-
logs of the preprotein translocase subunits SecD
and SecF, which associate with the secretory
translocon SecYEG (Sec system) [108].

At present, it cannot be excluded that one (or
several) of these efflux systems might be involved
in the intracellular delivery of proteins (or pep-
tides) involved in bacterial adaptation to the host
cell environment.

Other proteins

The recent follow-up of a genome-wide in vivo
negative selection of F. tularensis subsp. novicida
mutants led to the identification of numerous
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Figure 2. Iron uptake in Francisella tularensis. (A) Schematic genetic organization of the furfs/
locus. The red box indicates the Fur binding site. The arrows below selected genes indicate their
participation to the production of the Fur repressor (fur), the synthesis of the rhizoferrin-like
siderophore (fslA, fIsC) and the OM proteins involved in the uptake of the iron-bound siderophore
(fslE, fupA). (B=D) 3D structures of proteins showing sequence similarities to the Francisella proteins.
(B) The Fur repressor. The structure shown is that of Vibrio cholerae (PDB 2w57). The Francisella Fur
protein shares 38.3% amino acid identity with Fur of V. cholerae. (D) FsIE and FupA. The structure
shown is that of the Escherichia coli OmpG barrel (PDB 2iwv). FsIE and FupA, which share 59%
amino acid identity, are predicted to form a similar 14-stranded B-barrel. (C) The hypothetical ABC
transporter that is possibly involved in the translocation of the iron-bound siderophore across the
inner membrane. The structure shown is that of the molybdate transporter from Archaeoglobus
fulgidus (PDB 20NK), a prototypical bacterial ABC transporter.

BP: Periplasmic binding protein; IM: Inner membrane permease.

mutants with impaired intramacrophage survival
(109]. One of these mutants, in gene FTN_1133,
was particularly studied. FTN_1133 is a small
protein of 127 amino acid residues in length that
shows similarity to the C-terminal domain of the
organic hydroperoxide resistance protein (Ohr)
from Bacillus megaterium. This protein con-
tributes to resistance to reactive oxygen species.
Favoring a similar role in Francisella species, the
mutant F7N_1133 showed increased suscepti-
bility to organic hyperoxides, as well as resistance
to the action of the NADPH oxidase in vitro
and 77 vivo. The subcellular localization and pre-
cise contribution of FTN_1133 (FTT_1152 in
SCHU $4) to intracellular survival and multipli-
cation remains to be determined. At this stage,
one would assume that it might be particularly
important during the phagosomal stage of the
intracellular life cycle by reducing the amount
of reactive oxygen species in this compartment
and interfering with NADPH oxidase assembly.

future science group

RipA is a cytoplasmic membrane protein
that is conserved among Francisella species [110].
Deletion of the 7ipA gene in F. tularensis subsp.
holarctica IVS (FTL_1914) results in a mutant
that escapes the phagosome but is defective for
intracellular replication in both macrophages
and epithelial cells. The mutant is also attenu-
ated in a pulmonary mouse model of tularemia.
Deletion of 7ipA in F. tularensis subsp tularensis
SCHU S4 (FTT_018Ic) also results in a mutant
that is defective for intracellular replication and
is attenuated in a mouse model [111]. Although
the topological organization of the protein has
recently been determined [111], it is not known
whether this integral membrane protein is
involved in transport activities, and its biological
function(s) remain completely obscure.

Conclusion

F. tularensis intracellular adaptation implies the
existence of sophisticated regulatory circuits
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for the temporal control of numerous virulence
genes. Indeed, many transcriptional factors have
been shown to regulate the expression of FPI
genes, as well as of numerous other genes scat-
tered along the chromosome, including MglA,
SspA, FevR (PigR), MigR, PmrA and Hfq (see
(112,113]). Remarkably, the intracellular concentra-
tion of guanosine tetraphosphate, the alarmone
involved in the stringent response in bacteria
(which is determined by the products of the
relA and spoT genes) has also been shown to pro-
mote the interaction between FevR (PigR) and
the RNA polymerase-associated MglA—SspA
complex [114]. Hence, it is clear that bacterial
metabolic adaptation and expression of so-called
‘virulence’ genes are two interconnected mecha-
nisms that are essential for intracellular survival.
Thus, the secretion/release of bacterial proteins,
as well as modification of the bacterial envelope,
respond to the simultaneous need to adapt to the
intracellular lifestyle conditions and control the

host defense mechanisms at the different steps of
its infectious cycle.
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Secreted proteins

Francisella genomes encode the classical components of the general Sec pathway and three specific secretion machineries: a putative type |
secretion system (T1SS), a type Il-like secretion system and a type VI-like sectetion system, encoded by the Francisella pathogenicity island.

There is no evidence of the presence of intact T3SS or T4SS in Francisella.

The Francisella pathogenicity island
Cytosolic secretion of two Francisella pathogenicity island-encoded proteins was demonstrated: VgrG and Igll.
The secretion of Igll is likely to be T6SS dependent, whereas that of VgrG appears to be T6SS independent.
IglC is one of the most upregulated proteins during intramacrophagic growth. IglC is predominantly cytoplasmic, but a fraction of the
protein is exported to the bacterial surface.
Other secreted proteins

Francisella spp. produce outer membrane vesicles. The Francisella tularensis subsp. novicida outer membrane vesicle/proteome is
composed mainly of cytoplasmic proteins, but also contains outer membrane proteins as well as periplasmic and extracellular proteins.

Several proteins encoded by the Francisella pathogenicity island were also identified in outer membrane vesicles.

Surface structures

F. tularensis genomes encode several putative polysaccharide and/or polypeptide biogenesis loci that are possibly involved in protein
glycosylation and/or capsular material production.

The nature and genetic basis of the capsule-like surrounding of F. tularensis are still not clearly defined.

Other envelope proteins

F. tularensis genomes encode numerous putative transporters and efflux pumps that may also contribute to the release of peptide or
proteins in the host.
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multiplication and virulence in the mouse model. The gadC mutant failed to efficiently neutralize the production of reactive
oxygen species. Remarkably, virulence of the gadC mutant was partially restored in mice defective in NADPH oxidase
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Introduction

Francisella tularensis is a Gram-negative bacterium causing the
disease tularemia in a large number of animal species. This highly
infectious bacterial pathogen can be transmitted to humans in
numerous ways [1], including direct contact with sick animals,
inhalation, ingestion of contaminated water or food, or by bites
from ticks, mosquitoes or flies. Four different subspecies (subsp.) of
F. tularensis that differ in virulence and geographic distribution
exist, designated subsps. tularensts, holarctica, mediasiatica and novicida,
respectively. The tularensis subspecies is the most virulent causing a
severe disease in humans [2,3]. F. tularensis subsp. novicida (F.
novicida) 13 rarely pathogenic to non-immuno-compromized
humans but is fully virulent for mice and is therefore widely used
as a model to study Francisella intracellular parasitism.

F. novicida has the capacity to evade host defenses and to
replicate to high numbers within the cytosol of eukaryotic cells [4].
The bacterium is able to enter and to replicate inside a variety of
cells, and in particular in macrophages. After a transient passage
through a phagosomal compartment, bacteria are released within
30-60 minutes in the host cell cytosol where they undergo several
rounds of active replication [l]. Upon Francisella entry into
macrophages, the phagosomal compartment transiently acidifies
and the activation of NADPH oxidase leads to the production of

PLOS Pathogens | www.plospathogens.org

noxious oxygen reactive species [5]. Although several genes
required for phagosomal escape have been identified ([6,7] and
references therein), the molecular mechanisms underlying this
complex process are still very poorly understood.

Protection against oxidative stress includes the production of
anti-oxidant molecules (such as glutathione and NADPH) and of
enzymes (such as catalases, superoxide dismutases glutaredoxin-
related protein and alkylhydroperoxide reductases). Francisella
subspecies encode a whole set of such oxidative stress-related
enzymes [8]. Inactivation of the corresponding genes generally
leads to increased sensitivity to oxidative stress, defective
intracellular multiplication, and attenuated virulence [9,10,11].
Protection against oxidative and other stress also involves a
number of dedicated protein chaperones and chaperone com-
plexes [12].

In contrast, the importance of acid-resistance mechanisms in
Francisella intracellular survival remains controversial [13,14,15]
and their possible contribution to pathogenesis still largely
unknown. One of the best characterized acid-resistance systems
in bacteria couples the glutamate:y-aminobutyrate exchanger
GadC with the glutamate decarboxylase(s) GadA and/or GadB
[16]. The decarboxylase replaces the o-carboxyl group of its
amino acid substrate with a proton that is consumed from the
cytoplasmic pool [17]. The capacity to produce y-aminobutyric
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Author Summary

Intracellular bacterial pathogens have developed a variety
of strategies to avoid degradation by the host innate
immune defense mechanisms triggered upon phagocyto-
cis. We show here for the first time that glutamate
acquisition is essential for phagosomal escape and
virulence of an intracellular pathogen. Remarkably, inacti-
vation of the glutamate transporter GadC of Francisella
impaired the capacity of the bacterium to neutralize
reactive oxygen species (ROS) production in the phago-
some. Virulence of the gadC mutant was partially restored
in mice with a defective NADPH oxidase. Importantly, we
found that impaired glutamate uptake affected the
production of tricarboxylic acid (TCA) cycle intermediates,
highlighting novel links between the TCA cycle and
bacterial phagosomal escape. Amino acid transporters
are, thus, likely to constitute underscored players in
microbial intracellular parasitism.

acid (GABA) through glutamate decarboxylation has been
observed in both Gram-negative and Gram-positive bacteria.
The GadC/GadB glutamate decarboxylase (GAD) system has
been shown to play an essential role in acid tolerance in food-
borne bacterial pathogens that must survive the potentially lethal
acidic environments of the stomach before reaching the intestine.
Some bacteria possess a unique permease-decarboxylase pair
whereas others, like Listeria monocytogenes [18], encode several
paralogues of each component.

Recent genome sequence analyses and genome-scale genetic
studies suggest that an important proportion of genes related to
metabolic and nutritional functions participate to Francisella
virulence [19]. However, the relationship between nutrition and
the i wviwo life cycle of F. tularensis remain poorly understood.
Francisella s predicted to possess numerous nutrient uptake systems
to capture its necessary host-derived nutrients, some of which are
probably available in limiting concentrations. Notably, we showed
very recently that an asparagine transporter of the major facilitator
superfamily of transporters was specifically required for cytoslic
multiplication of Francisella and its systemic dissemination [20].

The amino acid-polyamine-organocation family of transporters
(APC) is specifically involved in amino acid transport [19].
Remarkably, eight of the 11 APC members have been identified at
least once in earlier genetic studies, and are likely to be involved in
bacterial virulence. In particular, the gene encoding the GadC
permease has been identified in several different genome-wide
screens, performed in either F. tularensis subsp. holarctica [21] or F.
novicida [22,23,24].

In the present work, we elucidate the functional role of the
GadC protein in Francisella pathogenesis. We show that glutamate
uptake plays a critical role in Francisella oxidative stress defense in
the phagosomal compartment. Strikingly, the activity of GadC
influences the expression of metabolic genes and the production of
tricarboxylic acid (TCA) cycle intermediates, unraveling a
relationship between oxidative stress defense, metabolism and
Francisella virulence.

Results

The Gad system of Francisella

F. tularensis subspecies possess a unique putative GAD system,
composed of the antiporter GadC and a decarboxylase GadB
(encoded by genes FTN_0571 and FTIN_1701 in F. novicida and
hereafter designated gadC and gadB, respectively for simplification)

PLOS Pathogens | www.plospathogens.org
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(Figure S1A). The transcription of gad( is initiated 27 nucleotides
upstream of the translational start from a predicted 6’° promoter
(Figure S1B). This genetic organization is highly conserved in all
the available F. {ularensis genomes (not shown). The gene gadC
encodes a protein of 469 amino acids sharing 98.7%, 99.1% and
99.6% identity with its orthologues in the subspecies mediasiatica
(FTM_1423), holartica (FTL_1583) and tularensis (FTT1_0480c),
respectively.

The Francisella GadC protein is predicted as a putative
glutamate:y-aminobutyric acid (GAD) antiporter (KEGG data-
base). Although it shows only modest homology (approximately
25% amino acid identity) with GadC of E. coli [25], secondary
structure prediction (using the method for prediction of trans-
membrane helices HMM available at the internet site www.cbs.
dtu.dk) indicates that the GadC transporter of Francisella also
comprises 12 transmembrane helixes and has its N and C-terminal
ends facing the cytoplasm (not shown).

The gadB gene encodes a putative glutamate decarboxylase
protein of 448 amino acid residues that is highly conserved in F.
tularensis  subsp. tularensis (98.7% amino acid identity with
FI'T_1722c). However, the corresponding protein is truncated
at its C-terminal end in the subspecies holarctica (FTL_1863) and
mediasiatica (FFTM_1673, and noted as a pseudogene in the KEGG
database).

Role of GadC in bacterial intracellular multiplication and
virulence

We constructed a strain with chromosomal deletion of the entire
gadC gene in F. novicida by allelic replacement [26]. We confirmed
that the AgadC mutation did not have any polar effect on the
downstream gene FIN_0570 by quantitative qRT-PCR (Figure
S1C). The growth kinetics of the parental F. novicida strain and the
AgadC mutant were indistinguishable in tryptic soya broth (TSB)
and chemically defined medium (CDM) [27] liquid media at 37°C
(Figure S2), indicating that inactivation of gadC had no impact on
bacterial growth in broth.

We examined the ability of wild-type F. novicida, the AgadC
mutant and a AgadC mutant strain complemented with a plasmid-
encoded copy of wild-type gad(C, to survive in murine and human
macrophage cell lines and primary bone marrow-derived mouse
macrophages, over a 24 h-period. The AgadC mutant showed a
severe growth defect in J774.1 cells, comparable to that of a
mutant deleted of the entire Francisella pathogenicity island (AFPI
mutant), with more than a 30-fold reduction of intracellular
bacteria after 10 h and a 1,000-fold reduction after 24 h
(Figure 1A). Impaired multiplication of the AgadC mutant was
also observed in THP-1 macrophages (Figure 1B) as well as in
bone marrow-derived macrophages (Figure 1C). In all cell types
tested, introduction of the complementing plasmid (pKK-gadC)
restored bacterial viability to same level as in the wild-type parent,
confirming the specific involvement of the gadC gene in
intracellular survival.

Next, m wvivo competition assays in BALB/c mice were
performed to determine if the GadC protein played a role in the
ability of Francisella to cause disease. Five mice (6- to 8-week old)
were inoculated by the intraperitoneal (i.p.) route with a 1:1
mixture of wild-type F. novicida and AgadC mutant strains. Bacterial
multiplication in the liver and spleen was monitored at day 2 post-
infection (Figure 1D). The Competition Index (CI), calculated for
both organs, was extremely low (10”°) demonstrating that the
gene gadC played an essential role in Francisella virulence in the
mouse model.

Upon Francisella entry into cells, Francisella initially resides in a
phagosomal compartment that transiently acidifies and that
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Figure 1. gadC inactivation affects intracellular survival and virulence. Intracellular replication of wild-type F. novicida (WT) carrying the
empty plasmid pKK214 (WT/pKK(—)), of the 4gadC mutant (AgadC) and complemented strain (AgadC/pKK-gadC), and of the AFPI mutant (AFPI), was
monitored in J774.1 macrophage-like cells (A); in THP-1 human macrophages (B); and in bone marrow-derived macrophages (C), over a 24 h-period.
Results are shown as the average of log; cfu mL™" =+ standard deviation. Each experiment was performed in triplicate. **, p<0.01 (as determined by
the Student’s t-test). Competition assays (D). A group of five female BALB/c mice were infected i.p. with a 1:1 mixture of wild-type F. novicida and
AgadC mutant strains (100 colony forming units (cfu) of each). The data represent the competitive index (Cl) value for cfu of mutant/wild-type in the
liver (L: black diamonds, left column) and spleen (S: black circles, right column) of each mouse, 48 h after infection. Bars represent the geometric
mean Cl value.

doi:10.1371/journal.ppat.1003893.g001

acquires reactive oxygen species. We therefore examined the GadC is involved in phagosomal escape

ability of wild-type and AgadC' mutant strains to survive under acid Confocal and electron microscopy analyses demonstrated that
or oxidative stress conditions. For this, bacteria were exposed the AgadC mutant had lost the capacity to escape from the
cither to pH 5.5 or to 500 uM HyO, (Figure 2). Under the pH phagosomal compartment of infected macrophages.

condition tested, the viability of two strains was unaffected Confocal microscopy. We used the differential solubiliza-

(Figure 2A). It should be noted that at the lower pH of 2.5, the tion process previously described [28] to follow the sub-cellular
viability of both wild-type and AgadC mutant was equally reduced  ocalization of the AgadC mutant in infected cells (Figure 3A).

(approximately 2 logs, not shown). In contrast, the AgadC’ mutant  Briefly, the plasma membrane was selectively permeabilized with
strain appeared to be significantly more sensitive to oxidative stress digitonin. This treatment allowed the detection of cytoplasmic
than the wild-type strain in TSB (Figure 2B). After 40 min of  bacteria and proteins. Subsequent treatment with saponin
exposure, it showed a 10-fold decrease in the number of viable rendered intact phagosomes accessible to antibodies and allowed
bacteria and an approximately 50-fold decrease after 60 min of  the detection of intra-phagosomal bacteria. Intracellular localiza-
exposure to HyOo. Remarkably, in CDM, the wild-type and tion of the bacteria or LAMP-1 (used as a specific marker of
AgadC mutant strains were equally sensitive to HyOy in the phagosomes) was analyzed using specific antibodies and their co-
absence of glutamate supplementation (Figure 2C). However, localization was quantified with the Image J software (Figure 3B).
upon glutamate supplementation, the wild-type strain showed Merging of LAMP-1 and bacteria was obtained at all three 3 time-
increased resistance to HyoOo whereas the AgadC strain was point tested in cells infected with the AgadC or AFPI mutant
unaffected (Figure 2D). strains. With both mutants, bacterial co-localization with LAMP-1
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Figure 2. Stress sensitivity. Exponential phase bacteria, diluted in TSB medium, were subjected: (A) to acidic stress (pH 5.5), or (B) to oxidative
stress (500 uM H,0,). Exponential phase bacteria, diluted in chemically defined medium (CDM) (C), or CDM supplemented with 1 mM glutamate (D),
were subjected to oxidative stress (500 uM H,0,). The bacteria were plated on chocolate agar plates at different times and viable bacteria were
monitored 2 days after. Data are the average cfu mL™" for three points. Experiments were realized twice. **, p<<0.01 (as determined by the Student’s
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doi:10.1371/journal.ppat.1003893.9002

was elevated (70% and 74%, with AgadC and AFPI respectively)
after 1 h and remained very high after 4 h (75% and 64% with
AgadC and AFPI, respectively) and after 10 h (63% and 64% with
AgadC and AFPI; respectively). In contrast, co-localization of the
wild-type strain with LAMP-1 was only around 24% after 1 h and
remained in the same range throughout the infection (20% and
22%, after 4 h and 10 h, respectively). These results strongly
suggest that the AgadC mutant is still trapped in the phagosomal
compartment after 10 h, as the AFPI mutant, whereas the wild-
type strain has already escaped into the cytosol after 1 h.

Electron microscopy. To confirm this result, we performed
thin section electron microscopy of J774.1 cells infected either with
wild-type F. novicida or with the AgadC mutant (Figure 3C). As
expected, significant bacterial replication was observed in the
cytosol of most infected cells 10 h post-infection with wild-type F.
novicida whereas bacterial multiplication was severely impaired in
cells infected with the AgadC mutant. Furthermore, mutant
bacteria surrounded by intact phagosomal membrane were still
observed after 10 h of infection.

PLOS Pathogens | www.plospathogens.org

Bacterial death. We then determined whether the AgadC
mutant bacteria, trapped in the phagosomal compartment of J774.1
macrophages, remained alive. For this, bacteria were subjected to
an intracellular viability assay [29]. As illustrated in Figure 3D and
quantified (Figure 3E), the majority of the replication-deficient
AgadC mutant bacteria (>85%) were alive after 10 h of infection.

Infection of murine bone marrow derived macrophages (BMM)
with wild-type F. novicida results in activation of the AIM?2
inflammasome and pyroptosis [30,31,32], which can be monitored
by real time incorporation of the membrane-impermeable dye
propidium iodide [33]. Therefore, we compared the cell death
kinetics of BMM infected either with the wild-type strain or with
the AgadC mutant. As previously shown [33], infection with wild-
type F. novicida triggered macrophage death after 6-8 h, while
infection with the vacuolar mutant (AFPI mutant) had no effect on
cellular viability during the time frame of the experiment. In
agreement with its inability to escape from the vacuole and to
replicate within host cell, the AgadC mutant behaved as a AFPI
mutant and was unable to trigger host cell death (Figure S3).
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Figure 3. Subcellular localization of the AgadC mutant. (A) Co-localization of wild-type F. novicida (1, 2, 3), AgadC (4, 5, 6) or AFPI mutant
strain (7, 8, 9) with LAMP-1 was monitored by confocal microscopy, in J774.1 macrophage cells. Co-localization was monitored at 1 h (1, 4, 7),4 h
(2, 5, 8) and 10 h (3, 6, 9). Anti-Francisella antibody was used at a final dilution of 1:500 and is shown in green. Anti-LAMP-1 antibody was used at a
final dilution of 1:100 and is shown in red. White arrowheads point to individual bacteria. Cell nuclei were labeled with DAPI (in blue). The images are
representative from triplicate coverslips in three independent experiments. Scale bars at the bottom right of each panel correspond to 10 uM. (B)
Quantification of co-localization between bacteria and LAMP-1 was obtained with Image J software. The graph results from the analysis of 4 different
fields for each time of infection, in three independent experiments. **, p<<0.07 (as determined by the Student'’s t-test). White bars, F. novicida U112
(WT); light grey bars, AgadC; dark grey bars, AFPI. (C) Transmission electron micrographs of thin sections of J774.1 macrophages, infected by wild-
type F. novicida and AgadC mutant strains. Infections were monitored over a 10 h-period. At 10 h, active cytosolic multiplication of wild-type F.
novicida was observed in most of the infected cells (1) whereas the AgadC mutant remains trapped into spacious phagosomes (2, 3, 4). Black
arrowheads point to intact phagosomal membrane. (D) To evaluate the viability of intracellular Francisella, labeling with the cell-impermeant nucleic
acid dye propidium iodide (Pl) was performed. Confocal images of J774.1 cells, infected with wild-type F. novicida (1, 3) or AgadC mutant (2, 4) strain;
after 1 h (1, 2) and 10 h of infection (3, 4). Intact bacteria are labeled in green. Bacteria with compromised membranes are labeled with Pl and
appear in red (or a red spot). Phagosomes are labeled in blue. Scale bars at the bottom right of each panel correspond to 10 uM. (E) Quantification of
the percentage of dead bacteria. At least 100 bacteria per experiment were scored for Pl labeling at 1 h and 10 h post infection. Data are means +
standard deviation from three independent assays.

doi:10.1371/journal.ppat.1003893.g003
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F. tularensis gadC encodes a genuine glutamate

transporter

Earlier phylogenetic studies have distinguished ten distinct
subfamilies within the APC family of transporters, inferring
possible substrate specificities. Consensus signature motifs were
defined for each of them [34]. Inspection of the Francisella GadC
protein reveals a signature sequence of the Glutamate-GABA
antiporter subfamily in its N-proximal portion (Figure 4A),
prompting us to test functional complementation of an E. coli gadC
mutant by the Francisella gadC orthologue.

Functional complementation (Figure 4B) was determined by
comparing the acid resistance (at pH 2.5) of a gadC-inactivated
strain of E. coli (EF491) to the same strain carrying a plasmid-
borne F. novicida gadC gene (pCRT-gadC). As a positive control, we
used the E. coli gadC mutant complemented with the wild-type E.
coli gadC gene (EF547). IPTG-induced expression of the Francisella
gadC allele in the E. coli gadC mutant strain restored acid resistance
to wild-type level, indicating that the Francisells GadC protein
displays the acid-resistance function of the E. coli GadC protein.

To further support the role of GadC in glutamate entry, we
quantified the amounts of intracellular glutamate by HPLC
analysis, in the wild-type and AgadC' strains grown in CDM
supplemented with 1.5 mM of glutamate (in the presence or in the
absence of hydrogen peroxide). As shown in Fig. 4G, the
concentration of intracellular glutamate was significantly lower in
the AgadC mutant than in the wild-type strain, both in the absence
(84% reduction in concentration) or in the presence (31%
reduction) of HyOy. We also quantified the amount of glutamate
in culture supernatants of the two strains in the presence of HyOq
(not shown). External glutamate present in the culture medium of
the wild-type strain was 39% lower than that of the AgadC mutant.

Altogether these data are compatible with a reduced capacity of
the AgadC mutant to take up external glutamate.

We then directly evaluated the impact of gad(C inactivation on
glutamate uptake by live F. novicida. For this, we compared the
uptake of radiolabeled glutamate ("*C-Glu) by wild-type F. novicida
to that of the AgadC mutant, over a broad range of glutamate
concentrations (Fig. 4D). Incorporation of '*C-Glu was signifi-
cantly affected in the AgadC mutant (representing only approxi-
mately 50% of the wild-type values at each concentration tested),
confirming that GadC is a genuine glutamate transporter. The fact
that glutamate uptake was not totally abolished in the AgadC
mutant suggests that other transporter(s) allow the entry of
glutamate in this strain.

The gadC mutant shows impaired control of ROS
production

We compared the amount of reactive oxygen species (ROS) in
J774.1 cells infected either with wild-type F. novicida, AgadC or the
AFPI strain, over a 60 min period. For this, we used the HoDCF-
DA assay (Sigma-Aldrich Co). HyDCF-DA is a non-fluorescent
cell-permeable compound that has been widely used for the
detection of ROS [35]. Once inside the cell, this compound is first
cleaved by endogenous esterases to HoDCF. The de-esterified
product becomes the highly fluorescent compound 2',7'-dichloro-
fluorescein (DCF) upon oxidation by ROS. The ROS content
increased by 25% after 60 min in cells infected with wild-type F.
novicida (Figure 3). A comparable increase was recorded with the
AFPI mutant. However, in cells infected with the AgadC mutant,
the ROS content was significantly higher than that recorded with
the two other strains at each time point (25% higher at 15 min,
and 55% higher after 60 min). These results suggest that the AgadC
mutant 13 affected in its ability to neutralize the production of ROS

PLOS Pathogens | www.plospathogens.org

GadC Links Oxidative Stress Defense and TCA Cycle

in the phagosomal compartment. Alternatively, the AgadC mutant
may trigger an increased production of ROS.

Impaired virulence of the gadC mutant is abrogated in
NADPH oxidase KO mice

This result prompted us to evaluate the pathogenicity of the
AgadC mutant in mice lacking a functional NADPH oxidase
complex, both i vitro and n vivo.

In vitro. Intracellular replication of the AgadC mutant was
monitored in bone marrow-derived macrophages from wild-type
control mice or homozygotes gp917**™/~ in the same C57BL/6]
background (designated WT and phox-KO BMMs, respectively)
(Figure 6A, 6B). Multiplication of wild-type F. novicida and the
AgadC/pKKgadC-complemented strain was similar at all time
points tested in the two types of BMMs. In contrast, the AgadC
mutant showed a significantly more severe intracellular multipli-
cation defect in WT BMMs than in phox-KO BMMs. Indeed, the
number of AgadC mutant bacteria was 10-fold lower than that of
wild-type F. novicida already after 10 h in WT' BMMs, and was
1,000-fold lower after 24 h (Fig. 6A). In BMM from phox-KO
mice, multiplication of the mutant strain was 1/3 that of wild-type
F. novicida after 10 h, and 100-fold higher than what was observed
in WT macrophages after 24 h (Figure 6B). These results showed
that multiplication of the AgadC mutant was mostly restored in
BMMs having a defective NADPH oxidase.

In vivo. We also performed in vivo competition assays in these
mice (Figure 6C, 6D), as described above for the BALB/c mice.
The Competition Index (CI) calculated for both target organs was
10"* in WT mice (Figure 6C). In contrast, the CI was 100-fold
higher in phox-KO mice (10”7, Figure 6D). This result comforts
the data obtained in BMM cells and demonstrates that, in mice
that are unable to produce ROS in the phagosome, the
multiplication defect of the AgadC mutant is partially suppressed.
However, the fact that the AgadC multiplication defect was not
completely abolished suggests that oxidative stress may not be the
only host restrictive factor.

Altogether, these i vitro and in vivo data obtained in phox-KO
mice strongly suggest that GadC specifically contributes to the
ROS defense of Francisella in the phagosomal compartment.

Impact of gadC inactivation in glutamate on metabolism

Intracellular glutamate plays a central role in a wide range of
metabolic processes in bacteria. In order to evaluate the potential
impact of the gadC inactivation on bacterial glutamate metabolism,
we first quantitatively monitored the transcription of selected genes
connecting glutamate utilization to either the TCA cycle or to
glutathione biogenesis. This analysis was done for wild-type F.
novicida and for the AgadC mutant strain, grown in broth with or
without HyOy (Figure 7A).

Expression of FIN_0593 (sucD), FIN_0127 (gabD) and
FIN_1532 (gdhA), was significantly decreased in the AgadC mutant
under oxidative stress, whereas their expression was moderately
increased in the wild-type strain. Expression of FTN_0277(gshA)
and FTN_0804 (gshB) was reduced in both strains, under oxidative
stress. However, the decrease was significantly less important (app.
4-fold) in the AgadC mutant than in the wild-type strain.
Expression of FTN_1635 (sucA) was significantly decreased in both
strains under oxidative stress. These data indicate that the absence
of gadC affects the expression of several genes linked to glutamate
metabolism under oxidative stress. The fact that expression of the
gadC' gene itself was significantly upregulated (approximately 10-
fold) in the wild-type strain exposed to HyOg stress (not shown)
supports the importance of the GadC transporter in oxidative
stress defense.
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Figure 4. GadC is a glutamic acid transporter. (A) The signature sequence for the Glutamate/GABA subfamily of APC transporters is shown in
the upper line. Middle line, sequence of the motif present in GadC of E. coli; lower line, sequence of the motif present in GadC of Francisella (in red the
only residue diverging from the consensus). (B) Functional complementation of E. coli gadC. Acid resistance assays were performed on E. coli
recombinant strains. A: E. coli strain bearing an inactivated gadC allele. WT: complemented strain bearing the wild-type E. coli gadC gene on plasmid
pCF348 [49]. Comp —: complemented strain bearing the wild-type Francisella gadC gene carried on plasmid pCR2.1-Topo and Comp +:
complemented strain bearing the wild-type Francisella gadC gene carried on plasmid pCR2.1-Topo and cultivated with IPTG . **p<<0.05 as determined
by the Student’s t-test. (C) Intracellular glutamate detection and quantification was assayed on exponentially grown bacteria by HPLC analysis. Wild-
type F. novicida and AgadC mutant strains were grown in CDM supplemented with 1.5 mM of glutamate, in the absence or presence of H,0,
(500 uM). **, p<<0.01 (as determined by the Student’s t-test). (D) Glutamate transport. Kinetics of 14C-Glu uptake by wild-type F. novicida and AgadC
mutant, at "*C-Glu concentrations ranging from 1 M to 50 uM. Bacteria grown to mid-exponential phase in CDM were tested. Uptake was measured
after 5 min incubation with '*C-Glu. Ordinate, pmol of glutamate taken up per min (per sample of app. 2.5x10° bacteria). Abscissa, final
concentrations of glutamate tested.

doi:10.1371/journal.ppat.1003893.9004
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Figure 5. ROS dosage in infected J774.1 cells. (A) ROS dosages. Generation of ROS was measured by the H,DCFDA assay in J774.1 cells
infected with wild-type F. novicida (WT), the AgadC or the AFPI mutant strain. Results, normalized to the protein concentration in each well, are
expressed per mg of total protein. The histogram is representative of three independent experiments. (B) Fluorescence microscopy. Left panel:
DCFDA levels were also visualized using fluorescence microscopy. J774.1 cells were infected with wild-type (1), AgadC (2) or AFPI (3) bacteria. Non-
infected J774.1 cells were used as negative control (4). White arrowheads indicate increased DCFDA levels. Scale bar is 50 um. Images represent
fluorescence after 1 h of DCFDA treatment. Typical fields were chosen for illustration. Right panel: Quantification of the percentage of fluorescent
J774.1 cells. At least 500 cells per experiment were scored for DCFDA labeling after 1 h of DCFDA treatment. Data are means = standard deviation

from three independent assays.
doi:10.1371/journal.ppat.1003893.g005

Direct quantification of TCA cycle intermediates present in the
cytoplasm of the wild-type and AgadC strains, by gas chromatog-
raphy coupled with mass spectrometry (see Materials and methods
for details), revealed that gadC inactivation significantly affected
succinate, fumarate, and oxoglutarate contents (Figure 7C).
Indeed, in the AgadC mutant, the concentrations of succinate and
fumarate were reduced ca. 60% as compared to the wild-type
strain, whereas oxoglutarate was below the detection threshold of
the assay. The concentrations of the three molecules increased up
to 40% in the wild-type strain exposed to oxidative stress,
suggesting an activation of the TCA under this condition. The
concentrations of succinate and fumarate were not significantly

PLOS Pathogens | www.plospathogens.org

modified in the AgadC mutant upon oxidative stress and
oxoglutarate production was still below detection. The concen-
tration of citrate was similar in the wild-type and the AgadC mutant
and did not vary upon oxidative stress, in any of the two strains.
The intracellular concentrations of glutathione were also almost
similar in the wild-type and AgadC mutant (Figure 7B). Remark-
ably, under oxidative stress, the intracellular concentration of
glutathione increased in both strains but only reached 65% of the
level of the AgadC mutant in the wild-type strain.

These observations prompted us to evaluate the impact of
supplementation with different TCA cycle intermediates on
survival of the AgadC mutant in response to HoOy challenge.
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Figure 6. Intracellular survival and virulence in NADPH oxidase KO mice. (A, B) Intracellular replication of wild-type F. novicida (carrying the
empty plasmid pKK214 (WT/pKK(—)), AgadC mutant and complemented strain (AgadC/pKK-gadC), and AFPI mutant (AFPI), was monitored in BMM
from either (A) C57BL/6J control mice (WT) or (B) phox-KO mice (homozygotes gp91”hox’/’; KO), over a 24-h period. Results are shown as the
average of log;o cfu mL™" + standard deviation. At all time points tested, the differences between the wild-type and AgadC mutant values were not
statistically different (p>0.1, as determined by the Student’s t-test). (C, D) Competition assays were performed by infecting intra-peritoneally: a group
of five C57BL/6J control mice (WT, C); or a group of five phox-KO mice (KO, D), with a 1:1 mixture of wild-type F. novicida and AgadC mutant strains
(100 cfu of each). The data represent the competitive index (Cl) value for cfu of mutant/wild-type in the liver (L: black diamonds, left column) and
spleen (S: black circles, right column) of each mouse, 48 h after infection. Bars represent the geometric mean Cl value.
doi:10.1371/journal.ppat.1003893.g006

For this, exponential phase wild-type and AgadC mutant strains, links between oxidative stress resistance, metabolism, and bacterial
diluted in CDM supplemented with glutamate, were subjected to intracellular parasitism.

oxidative stress, in the presence or absence of either fumarate,
succinate or oxoglutarate (Figure S5). The sensitivity to HyOg of
the AgadC mutant was not modified neither by fumarate nor by
oxoglutarate. In contrast, supplementation with succinate in-
creased significantly the survival of the AgadC mutant, to nearly

GadC is involved in oxidative stress defense and required

for phagosomal escape
Inactivation of gadC in F. novicida led to a severe growth defect in

wild-type level. all cell types tested and @ vwo assays further demonstrated the
importance of GadC in Francisella virulence. Confocal and electron
Discussion microscopy analyses revealed that the severe intracellular growth
defect of the mutant was due to its inability to escape from the

Intracellular pathogenic bacteria have adapted a variety of phagosomal compartment of infected macrophages.
strategies and specific intracellular niches for survival and Interestingly, most of the mutant bacteria that remained
multiplication within their host [36]. Some reside in a vacuolar trapped within the phagosome were still alive for at least 10 h
compartment whereas others have evolved to gain access to the post-infection, indicating that impaired escape was not due to
host cytosol for multiplication. In mammalian host cells, Francisella bacterial death. Since the AgadC mutant showed increased
intracellular replication occurs exclusively in the cytosolic com- susceptibility to oxidative stress in broth and failed to efficiently
partment. We show here that inactivation of the GadC permease neutralize reactive oxygen species production in cells, it is likely
of Francisella prevents phagosomal escape, thus severely altering that ROS may predominantly affect bacterial escape rather than
bacterial intracellular multiplication and virulence. survival.

The data presented suggest that the GadC protein of Francisella F. tularensts produces enzymes that can metabolize and
is required to resist to the oxidative burst triggered by the NADPH neutralize ROS, such as a superoxide dismutases (SodB, SodC),
oxidase in the phagosomal compartment of infected macrophages. a catalase (KatG), a glutathione peroxidase and a peroxireductase
We propose that GadC-mediated entry of glutamate contributes to [9,10]. Acid phosphatases have also been implicated in the
fuel the tricarboxylic acid cycle and modulates the redox status of resistance of intracellular Francisella to HyOy generated in the

the bacterium. This work thus provides insights into the possible phagosomal compartment by the NADPH oxidase ([37,38] and
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Figure 7. Glutamate transport and metabolism. (A) qRT-PCR of metabolic genes + H,0,. Bacteria were grown in TSB, in the absence or in
the presence of H,0, (500 uM). qRT-PCR analyses were performed on selected genes, in wild-type F. novicida and in the AgadC mutant. For each
gene, the data are represented as the ratios of the value recorded under H,0, stress versus non-stress condition. Left panel: two genes encoding
enzymes of the TCA cycle (sucA, FTN_1635; sucD, FTN_0593); middle panel: two genes encoding enzymes, converting glutamate (Glu) to glutathione
(GSH) (gshA, FTN_0277; gshB, FTN_0804); right panel: two genes encoding enzymes, converting Glu to TCA cycle intermediates (gdhA, FTN_1532; gabD,
FTN_0127). (B) Dosage of glutathione. The effect of oxidative stress on the cytoplasmic content of glutathione was evaluated in wild-type
F. novicida and AgadC mutant strains. Bacteria were cultivated for 30 min, with or without H,0, (500 uM), in CDM supplemented with glutamate

PLOS Pathogens | www.plospathogens.org

10 January 2014 | Volume 10 | Issue 1 | €1003893



GadC Links Oxidative Stress Defense and TCA Cycle

(1.5 mM). Reduced glutathione was quantified by HPLC analysis. Concentrations [C] are expressed in uM. *p<<0.05 as determined by the Student’s t-
test. (C) Dosage of TCA intermediates. The effect of oxidative stress on the cytoplasmic contents of TCA cycle intermediates was monitored in
wild-type F. novicida and AgadC mutant strains. Bacteria were cultivated for 30 min, with or without H,0, (500 uM), in CDM supplemented with
glutamate (1.5 mM). Succinate, fumarate, citrate and oxoglutarate, were quantified by gas chromatography coupled with mass spectrometry.
Concentrations [C] are expressed in mM. ¥*p<0.05, **p<<0.01, as determined by the Student’s t-test. (D) Schematic representation of selected
genes involved in glutamate metabolism. The impact of gadC inactivation on the oxidative stress response of the target genes is indicated
(\ means the ratio (H,0,-treated/non-treated) is lower in the mutant strain than in the wild-type strain; .~ the ratio (H,O,-treated/non-treated) is
higher in the mutant strain than in the wild-type strain. In the absence of external glutamate (e.g. in standard chemically defined medium), the pool
of glutamate present in the bacterial cytoplasm may be synthesized either from oxoglutarate, glutamine, GSH or even proline (according to KEGG

metabolic pathways).
doi:10.1371/journal.ppat.1003893.g007

references therein). However, inactivation of the major phospha-
tase acpA in F. tularensis subsp. tularensis, had no impact on the
activity of the NADPH oxidase in human neutrophils [5], thus
confirming that other Francisella factors were involved in NADPH
oxidase inhibition.

We show here that Francisella GadC is an important player
specifically involved in oxidative stress defense. The existence of
several paralogues of both the transporter GadC and the
decarboxylase GadB in some bacterial species (for example in L.
monocytogenes) might account for the fact that these have not yet
been found to contribute to oxidative stress resistance and
intracellular survival in standard genetic screens. Indeed, if
functional paralogues exist, they must be simultaneously inacti-
vated to observe a possible phenotypic defect. In addition,
isofunctional antiporters with no significant amino acid sequence
similarity to the GadC protein might exist in these bacteria.

The contribution of the GAD system to intracellular survival
critically depends on the cellular compartment where bacterial
survive and multiply. Indeed, bacteria residing in vacuolar
compartments (such as Salmonella, Mycobacteria, Legionella, Brucella
and Chlamydia) encounter different types of stresses (pH, oxidative,
nutritional,...) than bacteria able to multiply in the host cell
cytosol (such as Francisella, Listeria, Shigella and Rickettsia).

L-glutamate is very abundant in the intracellular compartment
(reported concentrations vary between 2 and 20 mM) when
compared to the extracellular compartment (app. 20 pM) [39].
Human macrophages have both the cystine/glutamate transporter
and the Na-dependent high-affinity glutamate transporters (excit-
atory amino acid transporters, EAATS) that transport glutamate
and aspartate. To maintain their intracellular pool of glutamate,
macrophages may use either these transporters to import
glutamate from the extracellular milieu or enzymatically convert
cytosolic glutamine (via glutaminase) and aspartate (via aspartate
transpeptidase) to glutamate. Glutamate might also be produced
spontaneously intracellularly from pyroglutamate. Currently,
nothing is known with respect to the content of glutamate in the
phagosomal compartment. This might prove extremely difficult to
establish, especially for pathogens such as Francisella or Listeria that
reside only very transiently in this compartment.

A limited number of bacterial species have been shown to
possess a GAD system [40]. These include E. coli, Lactobacillus, L.
monocytogenes and Shigella species, in which the GAD system plays a
major role in acid tolerance. It has been suggested that the GAD
system is important for pathogenic microorganisms that, upon oral
infection of mammalian hosts, need to survive the low pH of the
stomach. However, some enteric pathogens like Salmonella do not
possess a function GAD system and must thus rely on other anti-
acidic pH strategies. Interestingly, the GAD system has been also
found to contribute to oxidative stress defense in yeast and plant
[41]. In bacteria, molecules such as the NADPH and NADH pools
and glutathione (GSH), contribute to oxidative stress defense.
Reduced GSH, present at mM concentrations, maintain a strong
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reducing environment in the cell. Specific enzymes are also
dedicated to control the levels of reactive oxygen species (ROS).

Remarkably, the AgadC mutant was still outcompeted by wild-
type bacteria in phox-KO mice. The different environments and
the immune pressure, encountered by the bacterium during its
systemic dissemination, are probably far more complex than in
culture systems. In vivo, Francisella GadC is thus likely to contribute
to other functions than combat ROS in the phagosomal
compartment. It may, for instance, fulfill classical nutritional
functions during bacterial cytosolic multiplication (in macrophages
and/or in other infected non-phagocytic cells). Alternatively,
GadC may be required during the bacterial blood stage
multiplication and dissemination of the bacterium.

A link between oxidative stress and bacterial metabolism

In E. colt, GABA produced by the glutamate decarboxylase is
metabolized via the GABA shunt pathway. This leads to the
production of succinate via the consecutive action of two enzymes:
a GABA/oxoglutarate amino-transferase (Gab'T) that removes the
amino group from GABA to form succinic semialdehyde (SSA)
and Glu; and a succinic semialdehyde dehydrogenase (GabD) that
oxidises SSA to form succinate. Very recently, Karatzas and co-
workers have shown [42] that L. monocytogenes also possessed
functional GabT and GabD homologues that could provide a
possible route for succinate biosynthesis in L. monocytogenes. The
GABA shunt pathway, allowing the bypass of two enzymatic steps
of the TCA (from oxoglutarate to succinate; Figure 7 and S6), is
thought to play a role in glutamate metabolism, anaplerosis and
antioxidant defense. However, its physiological role in pathogen-
esis is yet poorly understood. Francisella genomes possess a gabD
orthologue but lack gab7. The GABA shunt pathway may
therefore be non-functional in Francisella. Interestingly, the isogenic
glutamate decarboxylase AgadB mutant (Figure S4) that we
constructed, showed a much less severe intracellular multiplication
defect than the AgadC mutant, and as well as no (or only a very
mild) attenuation of virulence. If the glutamate imported via GadC
would serve to produce GadB-mediated GABA, one would expect
gadB inactivation to cause the same defect as gad( inactivation. As
already mentioned in the Introduction, the gadB orthologue
encodes a truncated protein in the subspecies folarctica. Altogether,
these data support the notion that GadC and GadB of Francisella
do not function in concert, unlike in several other bacterial species,
and that GABA production plays a marginal role in Francisella
pathogenesis. Further work will be required to understand the
exact contribution of GadB in Francisella metabolism.

Our data indicate that GadC of Francisella encodes a genuine
glutamate transporter involved in oxidative stress, unlike most
other GadC orthologues described thus far. Glutamate can be
converted in the bacterial cytoplasm into a number of compounds
(Figure 7), such as glutamine, glutathione, GABA or the TCA
cycle intermediate oxoglutarate. Oxoglutarate is known to be a
potent anti-oxidant molecule that can be converted, in absence of
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any enzymatic reaction, into succinate in the presence of HyOs. In
addition, conversion of glutamate to oxoglutarate by the glutamate
dehydrogenase GdhA increases the production of NADPH, which
might also contribute to the anti-oxidant effect of glutamate
acquisition.

Quantitative analyses of the intra-bacterial content of TCA
cycle intermediates (Figure 7B) revealed a significant reduction of
succinate and fumarate in the gadC’ mutant, as compared to wild-
type F. novicida, and a striking decrease of oxoglutarate. These data
support the notion that reduced entry of glutamate directly affects
the production of these TCA cycle intermediates. In contrast, the
amount of citrate remained unchanged in the mutant, suggesting
refueling of the TCA cycle via other entry points (such as glycolysis
or amino acid conversion).

Of note, mutants in genes gdhd (FIN_1533) and gabD
(FIN_0127) were identified as required for replication in D.
melanogaster S2 cells in a recent screen, supporting a role for these
genes in intracellular bacterial survival [43]. The production and
utilization of oxoglutarate by Francisella may thus constitute an
efficient mean to modulate its cytoplasmic concentration of ROS.

In the absence of external glutamate, the pool of intracellular
glutamate may be synthesized either from oxoglutarate, glutamine,
GSH or even proline (according to KEGG metabolic pathways).
Therefore, we evaluated the impact of gadC inactivation on the
expression of genes involved in glutamate metabolism, under
oxidative stress conditions. qRT-PCR analyses were performed in
wild-type F. novicida and in the AgadC mutant, grown in chemically
defined medium containing glutamate, in the absence or in the
presence of HyOy (Figure 7A). These assays revealed that gadC
inactivation led to an important down-regulation of the genes
mvolved the conversion of glutamate to oxoglutarate and
succinate, upon oxidative stress (FIN_1532 and FIN_0127,
respectively). Conversely, gadC inactivation only moderately
decreased the expression of gsh4d and gshB, the two genes involved
in glutathione biosynthesis (FTN_0277 and FTN_0804), upon
oxidative stress whereas the expression of these genes was severely
decreased in the wild-type strain.

These data are compatible with the notion that, under oxidative
stress, the wild-type strain may favor the conversion of a fraction of
its cytoplasmic pool of glutamate (neosynthesized and imported) to
produce oxoglutarate and succinate rather than GSH. In contrast,
when the cytosolic pool of glutamate is restricted to neosynthesized
glutamate (te. in a gadC mutant or in a glutamate-depleted
medium), the production of oxaloglutarate and succinate may be
decreased to favor that of other molecules (including GSH).

In conclusion, we identified a glutamate transporter as a novel
Francisella virulence attribute that suggests links between the
oxidative stress response and the TCA cycle during the early stage
of the bacterial intracellular life cycle. The importance of the TCA
cycle in the homeostasis of reactive oxygen species has just started
to be considered in pathogenic bacterial species [12,44,45,46].
The development of specific inhibitors of transport systems
involved in intracellular adaptation might constitute interesting
anti-bacterial therapeutic targets.

Materials and Methods

Ethics statement

All experimental procedures involving animals were conducted
in accordance with guidelines established by the French and
European regulations for the care and use of laboratory animals
(Decree 87-848, 2001464, 2001-486 and 2001-131 and
European Directive 2010/63/UE) and approved by the INSERM
Ethics Committee (Authorization Number: 75-906).
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Bacterial strains, media, and chemicals

F. tularensis subsp. novicida (F. novicida) strain U112, its AFPI
derivative, and all the mutant strains constructed in this work,
were grown as described in Supplementary Material. E. coli
strains (kindly provided by John Foster, University of South
Alabama, USA) were grown as described in Supplementary
Material. All bacterial strains, plasmids, and primers used in this
study are listed in Supplemental Table 1.

Details of the construction and characterization of mutant and
complemented strains; macrophage preparation and infections,
are described in Supplementary Material. Quantitative
(QRT-PCR (real-time PCR) was performed with gene-specific
primers (Supplemental Table 1), using an ABI PRISM 7700
and SYBR green PCR master mix (Applied Biosystems, Foster
city, CA, USA).

Electron and confocal microscopy complete descriptions; real
time cell death and phagosome permeabilization assays, are
described in Supplementary Material.

Multiplication in macrophages

J774.1 macrophage-like cells (ATCC Number: TIB-67) were
propagated in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
containing 10% fetal calf serum, whereas human monocyte-like
cell line THP-1 (ATCC Number: TIB-202) and bone marrow-
derived macrophages (BMM) from BALB/c were propagated in
RPMI Medium 1640 containing 10% fetal calf serum, respective-
ly. J774.1 and BMM were seeded at a concentration of ~2x10°
cells per well in 12-well cell tissue plates and monolayers were used
24 h after seeding. THP-1 were seeded at a concentration of
~2x10° cells per well in 12-well cell tissue plates 48 h before
infection, and supplemented with phorbol myristate acetate (PMA)
to induce cell differentiation (200 ng/ml). J774.1, BMM and
THP-1 were incubated for 60 min at 37°C with the bacterial
suspensions (approximately multiplicities of infection 100) to allow
the bacteria to enter. After washing (time zero of the kinetic
analysis), the cells were incubated in fresh culture medium
containing gentamicin (10 ug mL~") to kill extracellular bacteria.
At several time-points, cells were washed three times in DMEM or
RPMI, macrophages were lysed by addition of water and the titer
of viable bacteria released from the cells was determined by
spreading preparations on Chocolate agar plates. For each strain
and time in an experiment, the assay was performed in triplicate.
Each experiment was independently repeated at least three times
and the data presented originate from one typical experiment.

Isolation of total RNA and reverse transcription

Bacteria were centrifuged for 2 min in a microcentrifuge at
room temperature and the pellet was quickly re-suspended in
Trizol solution (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Samples were
cither processed immediately or frozen and stored at —80°C.
Samples were treated with chloroform and the aqueous phase was
used in the RNeasy Clean-up protocol (Qiagen, Valencia, CA,
USA) with an on-column DNase digestion of 30 min [47].

RNA Reverse transcription (RT)-PCR experiments were
carried out with 500 ng of RNA and 2 pmol of specific reverse
primers. After denaturation at 65°C for 5 min, 6 uL. of the
mixture containing 4 pl. of 5x first strand buffer and 2 pL of
0,1 M DTT were added. Samples were incubated 2 min at 42°C
and, then, 1 uL of Superscript II RT (Thermo Scientific) was
added. Samples were incubated for 50 min at 42°C, heated at
70°C for 15 min and chilled on ice. Samples were diluted with
180 uL of HyO and stored at —20°C.

The following pair of primers was used to amplify the mRNA
corresponding to the transcript of FIN_0570 (pl3/pl4),
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FIN_0571 (p15/pl6), FIN_1700 (p27/9p28), FIN_1701 (p29/
p30), FIN_1702 (p31/p32), FIN_1532 (p33/p34), FIN_0127
(p35/p36), FIN_0277 (p37/p38), FIN_0804 (p39/p40),
FIN_0595 (p41/p42), FIN_1434 (p43/p44) and FIN_1635
(p45/p46) (Supplemental Table 1).

Quantitative real-time RT-PCR

Wild-type F. novicide and mutant strains were grown at 37°C
from ODgoy ~0.1. After 4 h of incubation, samples were
harvested and RNA was isolated. For oxidative stress tests,
samples were cultivated 30 min more with or without HyOq
(500 pM). The 25 pL. reaction consisted of 5 pL. of cDNA
template, 12.5 uL. of Fastart SYBR Green Master (Roche
Diagnostics), 2 uL. of 10 uM of each primer and 3.5 uL of water.
qRT-PCR was performed according manufacturer’s protocol on
Applied Biosystems - ABI PRISM 7700 instrument (Applied
Biosystems, Foster City, CA). To calculate the amount of gene-
specific transcript, a standard curve was plotted for each primer set
using a series of diluted genomic DNA from wild-type F. novicida.
The amounts of each transcript were normalized to helicase rates

(FTN_1594).

Oxidative and pH stress survival assays

Stationary-phase bacterial cultures were diluted at a final ODggg
of 0.1 in T'SB broth or CDM with or without glutamate (1.5 mM
final). Exponential-phase bacterial cultures were diluted to a final
concentration of 10° bacteria mL™' and subjected to either
500 uM Hy0O4 or pH 5.5.

Oxidative stress response was also tested in CDM supplemented
with glutamate, in the presence or absence of the TCA cycle
intermediates: oxoglutarate, succinate or fumarate (1.5 mM final).
The number of viable bacteria was determined by plating
appropriate dilutions of bacterial cultures on Chocolate Polyvitex
plates at the start of the experiment and after the indicated
durations. Cultures (5 mL) were incubated at 37°C with rotation
(100 rpm) and aliquots were removed at indicated times, serially
diluted and plated immediately. Bacteria were enumerated after
48 h incubation at 37°C. Experiments were repeated indepen-
dently at least twice and data represent the average of all
experiments.

Confocal experiments

J774.1 cells were infected with wild-type F. novicida, AgadC or
AFPI strains for 1 h, 4 h and 10 h at 37°C, and were washed in
KHM (110 mM potassium acetate, 20 mM Hepes, 2 mM MgCl,).
Cells were incubated for 1 min with digitonin (50 pg/mL) to
permeabilize membranes. Then cells were incubated for 15 min at
37°C with primary anti F. novicida mouse monoclonal antibody
(17500 final dilution, Immunoprecise). After washing, cells were
incubated for 15 min at 37°C with secondary antibody (Ab) (Alexa
Fluor 488-labeled GAM, 1/400 final dilution, Abcam) in the dark.
After washing, cells were fixed with PFA 4% for 15 min at room
temperature (RT) and incubated for 10 min at RT with 50 mM
NH,4CI to quench residual aldehydes. After washing with PBS,
cells were incubated for 30 min at RT with primary anti-LAMP1
Ab (17100 final dilution, Abcam) in a mix with PBS, 0.1%
saponine and 5% goat serum. After washing with PBS, cells were
incubated for 30 min at RT with secondary anti-rabbit Ab (alexa
546-labeled, 1/400 dilution, Abcam). DAPI was added (1/5,000
final dilution) for 1 min. After washing, the glass coverslips were
mounted in Mowiol. Cells were examined using an X63 oil-
immersion objective on a LeicaTSP SP5 confocal microscope. Co-
localization tests were quantified by using Image J software; and
mean numbers were calculated on more then 500 cells for each
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condition. Confocal microscopy analyses were performed at the
Cell Imaging Facility (Facult¢é de Médecine Necker Enfants-
Malades).

Electron microscopy
Infection of J774.1 cells was followed by thin section electron
microscopy as previously described [48].

Determination of intracellular bacterial viability

To evaluate the viability of F. tularensis, labelings were adapted
to use the cell-impermeant nucleic acid dye propidium iodide (PI).
J774.1 macrophage-like cells were seeded at 5.10°cells/ml on glass
coverslips in 12-well bottom flat plates. Next day, cells were
infected for 10 h with wild-type F. novicida or AgadC strain. After
infection, cells were first permeabilized with digitonin for 1 min,
washed three times with KHM and incubated for 12 min at 37°C
with 2.6 uM PI (Life technologies, L7007) in KHM buffer to label
compromised bacteria in permeabilized cells. Cells were washed
three times with KHM and incubated for 15 min at 37°C with
primary anti F. novicida mouse monoclonal antibody (1/500 final
dilution). After washing, cells were incubated for 15 min at 37°C
with secondary antibody (Ab) (Alexa Fluor 488-labeled GAM,
1/400 final dilution) in the dark. After washing, cells were fixed
with PFA 4% for 15 min at room temperature (R'T) and incubated
for 10 min at RT with 50 mM NH4Cl to quench residual
aldehydes. After washing with PBS, cells were incubated for
30 min at RT with primary anti-LAMP1 Ab (1/100 final dilution)
in a mix with PBS, 0.1% saponine and 5% goat serum. After
washing with PBS, cells were incubated for 30 min at RT with
secondary anti-rabbit Ab (alexa 405-labeled, 1/400 dilution). After
washing, the glass coverslips were mounted in Mowiol. Cells were
examined using an X63 oil-immersion objective on a LeicaTSP
SP5 confocal microscope. Analysis of cell fluorescence was
performed with Image J software (http://rsb.info.nih.gov/1)).

ROS detection assay

Intracellular reactive oxygen species (ROS) were detected by
using the oxidation-sensitive fluorescent probe dye, 2',7'-dichlor-
odihydrofluorescein diacetate (HoDCF-DA) as recommended by
the manufacturer (CM-H2DCF-DA, Molecular Probes, Eugene,
OR). J774.1 cells were seeded at 5.10% cells/well. Cells were
infected with bacteria for 15 min (MOI of 100:1), washed three
times with PBS and incubated with HyDCF-DA diluted in PBS
concentration). DCF fluorescence was measured with the Victor”
D fluorometer (Perkin-Elmer, Norwal, CT) with the use of
excitation and emission wavelengths of 480 nm and 525 nm,
respectively. Values were normalized by protein concentration in
each well (Bradford). Samples were tested in triplicates in three
experiments.

Determination of ROS generation via fluorescent
microscopy

J774.1 cells were seeded at 5.10* cells/well. Cells were infected
with bacteria for 15 min (MOI of 1,000:1), washed three times
with PBS and incubated with HoDCF-DA diluted in PBS for 1 h
(5 uM). Images of the cells were captured with an Olympus
CKX41 microscope and treated with Image J software. Cell
counts were performed over 10 images of approximately 50 cells.

Acid resistance assay

Acid resistance tests in £. coli were performed at pH 2.5 as
described previously [49], by comparing the number of survival
treated cells after 1 h of treatment over the number of cells at T0.
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We compared survival of wild-type E. coli strain (WT) with E.
colidgadC (A) and E. colidgadC complemented with the F. novicida
gadC gene (PCR-amplified gene FTN-0571 introduced into
plasmid pCR2.1-Topo, in the correct orientation downstream of
the plac promoter) (Comp). Acid challenge was performed by
diluting 1:100 the overnight (22 h) culture in LB, supplemented
(Comp +) or not (Comp —) with 10~* M final IPTG.

Glutamate assays

Glutamate detection and quantification was done by using
HPLC analysis. Wild-type F. novicida and AgadC strains were tested
in CDM supplemented with 1.5 mM of glutamate, with or without
Hy0O4 (500 pM). For each condition, three independent cultures
were prepared by overnight growth in CDM. The overnight
cultures were diluted with 50 mL of fresh medium to ODggg of
0.05 and cultivated to an ODggo of app. 0.35. Bacteria were
harvested by centrifugation at 4,000 g for 20 min, resuspended
in 25 mL of pre-warmed appropriated medium and cultivated for
30 min. For extracellular glutamate dosage, 100 pL. of each
supernatant were resuspended with 400 uL of cold methanol and
centrifuged at 12,000x g for 5 min. 20 uL. of each preparation
were derivatized with 80 pL. of OPA. For intracellular dosage,
each sample were resuspended in 600 uL of cold methanol. The
bacterial suspensions were sonicated thrice for 30 sec at 4.0
output, 70% pulsed (Branson Sonifier 250). Lysates were then
centrifuged at 3,300 x g for 8 min, to remove debris.

Following steps were done with the standard procedure of
Agilent using ZORBAX Eclipse AAA high as HPLC column. An
amount equivalent to 2 pul. of each sample was injected on a
Zorbax Eclipse-AAA column, 5 pm, 150x4.6 mm (Agilent), at
40°C, with fluorescence detection. Aqueous mobile phase was
40 mM NaH,PO,, adjusted to pH 7.8 with NaOH, while organic
mobile phase was acetonitrile/methanol/water (45/45/10 v/v/v).
The separation was obtained at a flow rate of 2 mL min~ ' with a
gradient program that allowed for 2 min at 0% B followed by a
16-min step that raised eluent B to 60%. Then washing at 100% B
and equilibration at 0% B was performed in a total analysis time of
38 min. To evaluate glutamate concentration, glutamate standard
curve was made in parallel.

Glutathione assays

The procedure for the measurement of GSH was previously
described [50]. Briefly, GSH were separated by HPLC, equipped
with a Shimadzu Prominence solvent delivery system (Shimadzu
Corp., Kyoto, Japan), using a reverse-phase C18 Kromasil (5 um;
4.6x250 mm), obtained from AIT (Paris, Fr). The mobile phase
for isocratic elution consisted of 25 mmol L™! monobasic sodium
phosphate, 0.3 mmol L™' of the ion-pairing agent l-octane
sulfonic acid, 4% (v/v) acetonitrile, pH 2.7, adjusted with 85%
phosphoric acid. The flow rate was 1 mL min~'. Under these
conditions, the separation of aminothiol was completed in 20 min.
Deproteinated samples were injected directly onto the column
using a Shimadzu autosampler (Shimadzu Corp.). Following
HPLC separation, GSH was detected with a model 2465
electrochemical detector (Waters, MA, USA) equipped with a
2 mm Glassy carbon (GC) analytical cell and potential of
+700 mV were applied.

Glutamate transport assays

Cells were grown in Chamberlain medium to mid-exponential
phase and then harvested by centrifugation and washed twice with
Chamberlain without amino acid. The cells were suspended at a
final ODggo of 0.5 in the same medium containing 50 mg/ml of
chloramphenicol. After 15 min of pre-incubation at 25°C, uptake
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was started by the addition of L-[U-"*C] glutamic acid (Perkin
Elmer), at various concentrations ('*C-Glu ranging from 1 to
50 uM). The radiolabeled '*C-Glu was at a specific activity of
9.25 GBq.mmol ~'. Samples (100 pl. of bacterial suspension)
were removed after 5 min and collected by vacuum filtration on
membrane filters (Millipore type HA, 25 mm, 0.22 mm) and
rapidly washed with Chamberlain without amino acid (2 x5 mL).
The filters were transferred to scintillation vials and counted in a
Hidex 300 scintillation counter. The counts per minute (c.p.m.)
were converted to picomoles of amino acid taken up per sample,
using a standard derived by counting a known quantity of the
same isotope under similar conditions.

Quantification of TCA cycle intermediates

Succinate, fumarate, citrate and oxoglutarate were quantified by
gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS).
Wild-type F. novicida and AgadC strains were grown as for glutamate
quantification. Briefly, after an overnight preculture in CDM, three
independent cultures of wild-type and AgadC mutant were cultivated
in 50 mL CDM to an ODg of app. 0.35. Bacteria were harvested
by centrifugation at 4,000 g for 15 min, resuspended to the same
ODggpp in pre-warmed CDM supplemented with glutamate
(1.5 mM) and cultivated for 30 min*500 uM H5O,.

Metabolite measurements were normalized by checking that
each sample contained equal amounts of total proteins.
After centrifugation at 4,000 g for 20 min,
each sample was resuspended in 2 mL of ice-cold 5 mM Tris. HCI
(pH8). The bacterial suspensions were sonicated thrice for 30 sec at
4.0 output, 70% pulsed (Branson Sonifier 25). Lysates (three per
strain per condition) were then centrifuged at 3,300 x g for 8 min, to
remove debris. Protein concentration of the different samples was
determined by the BCA assay (Pierce), following the manufacturer’s
recommendation. The values recorded for the wild-type and the
AgadC mutant, in the absence or in the presence of HyO,, were not
significantly different (1,000 mg mL™'=10 mg mL™'; p value=0.5).
The assay was repeated twice.

Metabolite measurements.

Protein dosage.

After oxidative stress, bacterial
samples were centrifugated at 4,000 g for 20 min, resuspended
m 600 pul of cold methanol. The bacterial suspensions were
sonicated thrice for 30 sec at 4.0 output, 70% pulsed (Branson
Sonifier 250). Lysates were then centrifuged at 3,300 x g for 8 min,
to remove debris. Then, samples were purified through SPE
column (Strata-X, 30 mg mL ™!, Phenomenex, California, USA).
After elution, complete lyophilization and derivatization with
methoxymation and syliation steps, 1 pl of each sample were
injected on GC column coupled to detection mass. Analyses were
performed on Shimadzu GC2/MS-2010 (Columbia, MD). Data
represent the average of three independent cultures for each
condition.

Virulence determination

Wild-type F. novicida and AgadC mutant strains were grown in
TSB to exponential growth phase and diluted to the appropriate
concentrations. 6 to 8-week-old female BALB/c mice (Janvier, Le
Genest St Isle, France) were intra-peritoneally (i.p.) inoculated
with 200 pl of bacterial suspension. The actual number of viable
bacteria in the inoculum was determined by plating appropriate
dilutions of bacterial cultures on Chocolate Polyvitex plates. For
competitive infections, wild-type F. novicida and mutant bacteria
were mixed in 1:1 ratio and a total of 100 bacteria were used for
infection of each of five mice. After two days, mice were sacrificed.
Homogenized spleen and liver tissue from the five mice in one
experiment were mixed, diluted and spread on to chocolate agar
plates. Kanamycin selection to distinguish wild-type and mutant
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bacteria were performed. Competitive index (CI) [(mutant output/
WT output)/(mutant input/W'T input)]. Statistical analysis for CI
experiments was as described in [51]. Macrophage experiments
were analyzed by using the Student’s f-test.

Supporting Information

Figure S1 The gadC region. (A) Schematic organization.
The gene gadC (FIN_0571, grey arrow) is flanked, upstream
(83 bp) by gene FTN_0572 (transcribed on the opposite strand);
and downstream, by gene FTN_0570 (white arrows), separated by
a 101 bp intergenic region. (B) Transcriptional analysis. We
performed rapid amplification of ¢cDNA ends (5'-RACE) to
determine the 5" end of the gadC mRNA. A broken arrow shows
the transcription start of gadC (+1). Inspection of the sequence
immediately upstream of the transcriptional start identified
putative -10 and -35 promoter elements that share homology to
the consensus site recognized by the major sigma factor ¢”° [52].
The predicted o’%-dependent -10 and -35 sequences are
underlined. The predicted translation start codon of gadC' is in
bold italics. (C) Quantitative real-time RT-PCR. Quantifica-
tion of FIN_0570 expression in F. novicida strain U112 (WT) or
AgadC mutant were performed in TSB at 37°C. qRT-PCRs were
performed twice using independent samples (in triplicate).

(TIFF)

Figure S2 Growth kinetics in broth. Stationary-phase
bacterial cultures of wild-type F. novicida and AgadC mutant strains
were diluted to a final ODggg of 0.1, in 20 mL broth. Every hour,
the ODgp of the culture was measured, during a 9 h-period. (A)
CDM, chemically defined medium; (B) TSB, tryptic soy broth.
(TIFF)

Figure S3 Cell death. The cell death kinetics of infected BMM
(from BALB/c mice) was followed by monitoring propidium
iodide (PI) incorporation in real time. PI fluorescence was
measured every 15 min on a microplate fluorimeter (Tecan
Infinite 1000). BMM were infected with wild-type F. novicida,
(WT), the AgadC mutant (AgadC), or the AFPI mutant (AFPI).
(TIFF)

Figure S4 The decarboxylase mutant AgadB. (A) Intracel-
lular replication of wild-type F. novicida carrying the empty plasmid
pKK214 (WT/pKK(—)), of the mutant AgadB and complemented
strain (AgadB/pKK-gadB), and of the AFPI mutant (AFPI), was
monitored in J774.1 macrophage-like cells over a 24 h-period.
Results are shown as the average of logjo (cfu mL™!) * standard
deviation. (B) Competition assays were performed by infecting a
group of five female BALB/c mice by the ip. route with a 1:1
mixture of wild-type bacteria and AgadB mutant strain (100 cfu of
each). The data represent the competitive index (CI) value for cfu
of mutant/wild-type in the liver (L: black diamonds, left column)
and spleen (S: black circles, right column) of each mouse, 48 h
after infection. Bars represent the geometric mean CI value.

(TIFF)
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Figure S5 Oxidative stress response in the presence of
the TCA cycle intermediates. Exponential phase bacteria,
diluted in chemically defined medium supplemented with 1.5 mM
glutamate were subjected to oxidative stress (500 uM Hy0q). Upper
panel: in the presence or absence of fumarate (1.5 mM); middle
panel: in the presence or absence of succinate (1.5 mM); lower panel:
in the presence or absence of oxoglutarate (1.5 mM). The bacteria
were plated on chocolate agar plates at different times and viable
bacteria were monitored 2 days after. Data are the average
cfu mL™" for three points. Experiments were realized twice. *¥,
$<<0.01 (as determined by the Student’s itest).

(TIFF)

Figure S6 Fate of GadC-dependent glutamate entry into
Francisella. External glutamate (Glug) is taken up by the GadC
permease. Internal Glutamate (Gluy) can be converted either to: i)
glutamine by the glutamine synthase GInA; ii) GABA by the
glutamate decarboxylase GadD; ii) oxoglutarate (OG) by the
glutamate dehydrogenase GdhA; or iii) glutathione (GSH) by the
glutamate-cysteine ligase GshA and the glutathione synthetase
GshB. Internal GABA may be ecither: 1) translocated out of the
cytoplasm, through GadC; or ii) converted to succinate (S), via the
GABA shunt. The dotted green arrow indicates the alternative
pathway leading (from Gluj) to glutathione production (GSH,
reduced form, GSSG, oxidized form). The dotted red arrows
indicate the two possible pathways leading to the tricarboxylic acid
(TCA) cycle: 1) from glutamate to oxoglutarate, or i) from GABA
to succinate. OA, oxaloacetate; C, citrate; A, cis-aconitate; 1C,
1socitrate; OS, oxalosuccinate; S-CoA, succinyl-CoA; F, fumarate;
M, malate. The two anti-oxidant pathways (GshA/GshB in green;
GdhA in pink) lead to the production of glutathione (GSH) and
oxoglutarate (OG) + NADPH, respectively. They allow the
oxidoreduction reactions: 2 GSH + ROOH < GSSG + ROH
+ H,0; and NADPH + 20, <> NADP' + 20, + H),
respectively.

(TIFF)

Text S1 Supporting text. This file includes one Table listing
the strains, plasmids and primers used in this study (Table S1),
Supplemental Experimental Procedures, and Supplemental Ref-
erences.
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Possible Links Between Stress Defense and
the Tricarboxylic Acid (TCA) Cycle in
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Francisella tularensis is a highly infectious bacterium
causing the zoonotic disease tularemia. In vivo, this fac-
ultative intracellular bacterium survives and replicates
mainly in the cytoplasm of infected cells. We have recently
identified a genetic locus, designated moxR that is impor-
tant for stress resistance and intramacrophage survival of
F. tularensis. In the present work, we used tandem affinity
purification coupled to mass spectrometry to identify in
vivo interacting partners of three proteins encoded by this
locus: the MoxR-like ATPase (FTL_0200), and two proteins
containing motifs predicted to be involved in protein-
protein interactions, bearing von Willebrand A (FTL_0201)
and tetratricopeptide (FTL_0205) motifs. The three pro-
teins were designated here for simplification, MoxR,
VWA1, and TPR1, respectively. MoxR interacted with 31
proteins, including various enzymes. VWA1 interacted
with fewer proteins, but these included the E2 component
of 2-oxoglutarate dehydrogenase and TPR1. The protein
TPR1 interacted with one hundred proteins, including the
E1 and E2 subunits of both oxoglutarate and pyruvate
dehydrogenase enzyme complexes, and their common E3
subunit. Remarkably, chromosomal deletion of either
moxR or tpr1 impaired pyruvate dehydrogenase and oxo-
glutarate dehydrogenase activities, supporting the hy-
pothesis of a functional role for the interaction of MoxR
and TPR1 with these complexes. Altogether, this work
highlights possible links between stress resistance and
metabolism in F. tularensis virulence. Molecular & Cel-
lular Proteomics 12: 10.1074/mcp.M112.024794, 2278-
2292, 2013.

Francisella tularensis is responsible for the disease tulara-
mia in a large number of animal species. This highly infectious
bacterial pathogen can be transmitted to humans in numer-
ous ways (1, 2, 3), including direct contact with sick animals,
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inhalation, ingestion of contaminated water or food, or by
bites from ticks, mosquitoes, or flies. Four different subspe-
cies (subsp.) of F. tularensis that differ in virulence and geo-
graphic distribution exist, designated subsp. tularensis (type
A), subsp. holarctica (type B), subsp. Novicida, and subsp.
mediasiatica, respectively. F. tularensis subsp. tularensis is
the most virulent subspecies causing a severe disease in
humans, whereas F. tularensis subsp. holarctica causes a
similar disease but of less severity (4). Because of its high
infectivity and lethality, F. tularensis is considered a potential
bioterrorism agent (5).

F. tularensis is able to survive and to replicate in the cyto-
plasm of a variety of infected cells, including macrophages.
To resist this stressful environment, the bacterium must have
developed stress resistance mechanisms, most of which are
not yet well characterized. We recently reported the identifi-
cation of a novel genetic locus that is important for stress
resistance and intracellular survival of F. tularensis (6). This
locus was designated moxR because the first gene FTL_0200,
encodes a protein belonging to the AAA+ ATPase of the
MoxR family ((7) and references therein). The data obtained in
that first study had led us to suggest that the F. tularensis
MoxR-like protein might constitute, in combination with other
proteins of the locus, a chaperone complex contributing to F.
tularensis pathogenesis.

To further validate this hypothesis and expand our initial
observations, we here decided to perform tandem affinity
purification (TAP)," using a dual affinity tag approach coupled
to mass spectroscopy analyses (8), to identify proteins inter-

" The abbreviations used are: ACC, acetyl-CoA carboxylase;
BACTH, bacterial two-hybrid; BCA, bicinchoninic acid; BMM, bone
marrow derived macrophages; CBP, calmodulin binding protein;
CDS, coding sequence; CFU, colony forming unit; CID, collision-
induced dissociation; DSP, dithiobis(succinimidyl propionate); DTNB,
3-3'dithio-bis(6-nitrobenzoic acid); IPTG, isopropyl-beta-D-1- thioga-
lactopyranoside; KEGG, Kyoto encyclopedia of genes and genomes;
LTQ, linear trap quadrupole; LVS, live vaccine strain; OAA, oxalo-
acetate; OGDH, 2-oxoglutarate dehydrogenase; PDH, pyruvate de-
hydrogenase; RP, reversed-phase; RPMI, Roswell park memorial in-
stitute medium; RSLC, rapid separation liquid chromatography; TAP,
tandem affinity purification; TCA, tricarboxylic acid; TPP, thiamine
pyrophosphate; TPR, tetratricopeptide; VWA, Von Willebrand type A
factor.
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acting in vivo with three proteins encoded by the proximal
portion of the moxR locus. For this, we chose as baits: the
MoxR-like protein (FTL_0200) and two proteins bearing dis-
tinct motifs possibly involved in protein—protein interactions,
FTL_0201 (Von Willebrand Factor Type A domain, or VWA)
and FTL_0205 (tetratrichopeptide repeat or TPR). The three
proteins were designated here for simplification, MoxR,
VWA1, and TPR1; and the corresponding genes moxR, vwal,
and tpri, respectively.

VWA domains are present in all three kingdoms of life. They
consist of a B-sheet sandwiched by multiple « helices. Fre-
quently, VWA domain-containing proteins function in multi-
protein complexes (9). TPR typically contain 34 amino acids.
Many three-dimensional structures of TPR domains have
been solved, revealing amphipathic helical structures (10).
TPR-containing proteins are also found in all kingdoms of life.
They can be involved in a variety of functions, and generally
mediate protein—protein interactions. In the past few years,
several TPR-related proteins have been shown to be involved
in virulence mechanisms in pathogenic bacteria ((11) and
references therein).

Our proteomic approach allowed us to identify a series of
protein interactants for each of the three moxR-encoded pro-
teins. Remarkably, the protein TPR1 interacted with all the
subunits of the pyruvate dehydrogenase (PDH) and 2-oxo-
glutarate dehydrogenase (OGDH) complexes. Furthermore,
inactivation of tpr1 also severely impaired the activities of
these two enzymes. Inactivation of tpr1 affected bacterial
resistance to several stresses (and in particular oxidative
stress), intramacrophagic bacterial multiplication and bacte-
rial virulence in the mouse model. Functional implications and
possible relationship between bacterial metabolism, stress
defense, and bacterial virulence are discussed.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial Strains and Plasmids—Francisella tularensis LVS was
grown on premade chocolate agar (BioMerieux SA Marcy I’Etoile,
France), chocolate plates prepared from GC medium base, IsoVitalex
vitamins, and hemoglobin (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), or in
Schaedler + vitamin K3 broth (Schaedler-K3, BioMerieux) at 37 °C.
All bacterial strains, plasmids, and primers used in this study are listed
in supplemental Table S1.

Construction of a Chromosomal LVSAtpr1 Deletion Mutant—The
F. tularensis LVSAtpr1 deletion mutant was constructed using
the same procedure as described previously (6). Briefly, we used the
<< suicide >> plasmid pPV an E. coli-F. tularensis shuttle vector (12),
which possesses a sacB counter-selective gene, chloramphenicol
and ampicillin selective genes, an E. coli replication origin (ori pUC19),
and a transfer origin for conjugation (oriT RP4). The upstream and
downstream regions of tpr1 gene were amplified by overlapping PCR,
and the resulting fragment was subcloned in the Xbal and Sall re-
striction sites of the plasmid pPV, yielding recombinant pPV-Atpr1.
This plasmid was introduced in LVS by conjugation (6) and the chro-
mosomal Atpr1 deletion mutant was obtained by the classical two-
step allelic replacement procedure (12).

Functional Complementation—Plasmids pFNLTP6pgro-tor1 and
pFNLTP6pgro-tpr1-FTL_0206 (here designated p6gro-tor1 and
p6gro-tpr1-FTL_0206) were used for complementation of LVSAtpr1.

Plasmid p6gro-tpr1 was constructed by amplifying a 761 base pair
(bp) fragment comprising the sequence 16 bp upstream of the tpr1
start codon to 11 bp downstream of the stop codon. The primers
used were Compl-FTL_0205-FW and Compl-FTL_0205-RV (supple-
mental Table S1). The plasmid p6gro-tpr1-FTL_0206, was con-
structed by amplifying a 2508 bp fragment (corresponding to the
sequence 100 bp upstream of the tpr7 start codon and to 39 bp
downstream of the stop codon of the FTL_0206 gene) using primers
Compl-FTL_205/206-FW EcoRI and Compl-FTL_205/206-RV BamHI
(supplemental Table S1), followed by digestion with EcoRl and
BamHlI, and cloning into plasmid pFNLTP6pgro (p6gro) (13). The
amplified product was digested with BamHI and EcoRI and cloned
into the corresponding sites of plasmid p6gro.

The plasmids p6gro (plasmid without insert), p6gro-tpr1and p6gro-
tor1-FTL_0206 (the complementing plasmids) were introduced into
LVS or LVSAtpr1 mutant strain by electroporation, as described pre-
viously (6).

Construction of Strains Expressing TAP-tagged Proteins—The
moxR, vwal and tpr1 genes were amplified from genomic DNA of
LVS, using the appropriate pairs of primers (supplemental Table S1).
The amplified fragments were cloned into the expression vector
p6gro, resulting in the following plasmids: p6gro-moxR, p6gro-vwal,
p6gro-tpri1. The tandem affinity purification tag (TAPtag) sequence
was amplified from plasmid pEB304 (8, 14), using primers 7 or 8, and
9 (supplemental Table S1). This TAP tag sequence (composed of the
sequence of protein A, a TEV protease cleavage site, and the cal-
modulin binding domain) was fused in frame, in the Notl or Xhol
restriction sites, after the last codon of each coding sequence) to the
C-terminal end of each gene (in p6gro recombinant plasmids). The
resulting plasmids were finally introduced in the LVS strain by elec-
troporation, yielding the recombinant strains LVS/p6gro-moxR-TAP,
LVS/p6gro-vwa1-TAP, and LVS/p6gro-tpr1-TAP, respectively. The
tagged proteins were designated MoxR-TAP, VWA1-TAP, and TPR1-
TAP, respectively. The p6gro-moxR-TAP plasmid was also intro-
duced in the mutant strain LVSAtpr1 to verify the activity of protein
TPR1-TAP by functional complementation.

Purification of TAP-tagged Proteins from F. tularensis LVS—F.
tularensis cells of logarithmic phase (2 liters of culture at an ODgqq Of
0.5-0.7) were harvested (3000 X g for 20 min) and resuspended in 20
ml of a solubilization buffer consisting of 100 mm HEPES/KOH, pH
7.4, 100 mm KClI, 8% glycerol and complete protease inhibitor mix-
ture, Roche (one tablet for 50 ml of buffer). Then, cells were harvested
(83000 X g for 30 min) and resuspended in 10 ml of solubilization
buffer. The cross-linker dithiobis(succinimidyl propionate) (DSP) (G-
Biosciences) was added at a concentration of 20 mg/ml for 5 min on
ice, and the cross-link reaction was stopped by addition of 1 mm
Tris/HCI pH 7.4 (15). The bacterial suspension was sonicated 20 times
for 30 s at 4.0 output, 70% pulsed (Branson Sonifier 250). After
centrifugation of cell debris (16,000 X g for 30 min), 0.1% Nonidet
P-40 was added to the protein lysate. Then, the protein extracts were
incubated for 2 h at 4 °C, with 0.5 ml of Sepharose-lgG beads (GE
Healthcare), previously washed with binding buffer (100 mm HEPES/
KOH, pH 7.4, 100 mm KCI, 8% glycerol, 0.1% Nonidet P-40). The
column was washed three times with binding buffer. The bound
proteins were recovered by addition of 1 ml (four times with 250 ul) of
100 mm glycine-HCI at pH 3, supplemented with 100 mm KCI. The
eluate was added to three volumes of Calmodulin binding buffer
(binding buffer supplemented with 4 mm CaCl,) and the pH was
readjusted to 7 by addition of KOH before binding to the calmodulin
beads. Then, this protein eluate was incubated at 4 °C for 1 h with 0.5
ml of Sepharose-calmodulin beads (GE Healthcare), previously
washed with calmodulin binding buffer. After, the column was
washed three times with this same buffer and the protein complex
was eluted with 1 ml (five times with 200 wl) of 20 mm Tris/HCI pH 8,
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containing 50 mm NaCl, 5 mm EGTA. Purified proteins were washed
with PBS 1X and concentrated, using microcons 10,000 MWCO
(Amicon, Millipore). Proteins were quantified with BCA assay kit
(Pierce, Thermo Scientific).

Western Blot Analysis—The TAP-tagged proteins were detected by
Western blot using ECL™ Western blot Detection Reagents (GE
Healthcare) and anti-TAPtag antibodies (Genscript), according to the
manufacturer’s recommendations. The primary rabbit anti-TAPtag
antibody was used at a final dilution of 1:1000 in PBS Tween 0.05%,
5% milk (PBS-TM), and incubated for 1 h. The secondary anti-rabbit
antibody was used at a final dilution of 1:2000 in PBS-TM and
incubated for 1 h.

Bacterial Two-Hybrid (BACTH) Complementation Assays—The
LVS genes were amplified from genomic DNA, using the appropriate
pairs of primers (supplemental Table S1). These genes were fused
in-frame to the DNA sequences encoding the T18 or T25 domains of
Bordetella pertussis adenylate cyclase. The gene moxR was cloned
into pKT25 vector (C-terminal fusion to T25 domain), and the gene
tor1 was cloned into pKT25 and pKNT25 vectors (yielding C-terminal
and N-terminal fusions to T25, respectively) (16). The genes
FTL_1783, FTL_0309, FTL_0310, FTL_0311, and FTL_0295, were
cloned into pUT18C vector (C-terminal fusion to T18 domain). The
different pairs of recombinant plasmids (pKT25-x/pUT18C-y or
pKNT25-x/pUT18C-y) were used to cotransform E. coli strain
BTH101.

The transformants were selected onto LB plates containing 40
ng/ml X-Gal, 0.5 mm IPTG, 50 png/ml Kanamycin and 100 ug/ml
Ampicillin, and incubated at 30 °C for 24 to 36 h. As negative control,
BTH101 cells were co-transformed with empty pUT18C vector and
pKT25 vector containing either moxR gene or tpr1 gene (or pKNT25
vector containing tpr1 gene). Each BACTH assay was performed
twice.

Enzymatic Assays—LVS, LVSAmoxR, and LVSAtpr1 strains were
grown until exponential phase (ODgg, of 0.5-0.7). The cells (15 ml)
were harvested by centrifugation at 3000 X g for 20 min and resus-
pended in 2 ml of 5 mm Tris-HCI pH 8. The bacterial suspensions were
sonicated four times for 30 s at 4.0 output, 70% pulsed (Branson
Sonifier 250). Oxoglutarate and pyruvate dehydrogenase activities
were assayed by measuring the reduction of NAD* at 340 nm upon
the addition of 0.5 mm NAD™", 200 um TPP, 40 um CoASH, 3 mm
MgCl,, 9 mm L-cysteine and either 16 mm oxoglutarate (a-keto-
glutarate) or 16 mm pyruvate to 20 ug mi~' F. tularensis cell lysate, as
described in (17, 18). Protein concentration was estimated with BCA
assay kit (Pierce, Thermo Scientific). Assays were performed in a final
volume of 1 ml.

Assays for the carboxyltransferase subunit of acetyl-CoA carboxyl-
ase were performed at 412 nm in the reverse direction in which
malonyl-CoA reacts with biocytin to form acetyl-CoA and carboxy-
biotin. The production of acetyl-CoA was coupled to citrate synthase,
which produced citrate and coenzyme A. The amount of coenzyme A
formed was detected using 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB),
as described in (19).

The assay buffer consisted of 100 mm potassium phosphate (pH
7.6) with 0.1% Tween 20. Final concentrations of reagents in the
assay were as follows: 200 mm malonyl-CoA, 12 mm biocytin, 10
mm oxaloacetate, 200 mm DTNB, 104 nwm citrate synthase, and 50
ng of total protein. The assay was realized in a final volume of 100
wul in 96-well plates, with a classic plate reader (Multiskan RC,
ThermoLabsystems).

Catalase activity assay was realized using the Amplite™ Fluorimet-
ric Catalase Assay Kit (AAT Bioquest Inc® CA, USA). The assay was
performed according to manufacturer’s recommendation. Briefly, the
samples (50 ul containing 0.04 pg of total proteins) were incubated
with 50 ul of H,O,-containing assay buffer, at room temperature for

30 min. Then, the catalase assay mixture (containing Amplite™ Red
substrate and Horseradish peroxidase) was added and the incubation
pursued for another 30 min. Therefore, the reduction in fluorescence
intensity is proportional to catalase activity. The fluorescence of the
final mixture was then determined on a BioRad iMark™ absorbance
microplate reader at 576 nm.

Growth Kinetics in Broth and Stress Survival Assays— Stationary-
phase bacterial cultures of LVS/p6gro), LVSAtpri/p6gro and
LVSAtpri1/p6gro-tpr1) mutant strains were diluted at a final ODgy, of
0.1 in Schaedler-K3 broth. Exponential-phase bacterial cultures were
diluted to a final concentration of 108 bacteria/ml and subjected to the
following stress conditions: 10% ethanol, 0.03% H,O,, pH 4.0, 50 °C
or 0.05% SDS The number of viable bacteria was determined by
plating appropriate dilutions of bacterial cultures on Chocolate Poly-
vitex plates at the start of the experiment and after the indicated
durations. For experiments at 50 °C, aliquots of 0.25 ml in a 1.5 ml
tube were placed at 50 °C statically and at the indicated times, the
tubes were placed on ice, serially diluted, and plated. For experiments
with ethanol, H,0,, pH 4.0 or 0.05% SDS, cultures (5 ml) were
incubated at 37 °C with rotation (100 r.p.m.) and aliquots were re-
moved at indicated times, serially diluted and plated immediately.
Bacteria were enumerated after 72 h incubation at 37 °C. Experi-
ments were repeated independently at least twice and data represent
the average of all experiments.

Multiplication in Macrophages— Intracellular multiplication assays
were performed essentially as previously described (6). THP1 (ATCC
Number: TIB-202™) cells were propagated in RPMI containing 5%
fetal calf serum. Cells were seeded at a concentration of ~2 x 10°
cells per well in 12-well cell tissue plates and monolayers were used
48 h after seeding. THP-1 cells were differentiated by treatment, with
200 ng ml~" phorbol myristate acetate (PMA). THP1 macrophage
monolayers were incubated for 60 min at 37 °C with the bacterial
suspensions (multiplicities of infection 100) to allow the bacteria to
enter. After washing (time zero of the kinetic analysis), the cells were
incubated in fresh culture medium containing gentamicin (10 ug ml~")
to Kill extracellular bacteria. At several time-points, cells were washed
three times in RPMI, macrophages were lysed by addition of water
and the titer of viable bacteria released from the cells was determined
by spreading preparations on Chocolate agar plates. For each strain
and time in an experiment, the assay was performed in triplicate. Each
experiment was independently repeated at least three times and the
data presented originate from one typical experiment.

Mice Virulence Assay—All animal experiments were carried out in
accordance to the European guidelines and following the recommen-
dations of the INSERM guidelines for laboratory animal husbandry.
LVS/p6gro, LVSAtpri/p6gro and LVSAtpri/p6gro-tori1-FTL_0206
strains were grown in Schaedler-K3 containing kanamycin to expo-
nential growth phase and diluted to the appropriate concentration. six
to 8 weeks old female BALB/c mice (Janvier, Le Genest-St-Isle,
France) were injected each day subcutaneously with kanamycin (50 ul
of 12 mg ml~" solution) 1 day before and every day during the
infection. Mice were intraperitoneally inoculated with 200 ul of bac-
terial suspension (corresponding to ~250 CFU). The actual number of
viable bacteria in the inoculum was determined by plating dilutions of
the bacterial suspension on chocolate plates. After 4 days, the mice
were sacrificed. Homogenized spleen and liver tissue from the five
mice were diluted and spread onto chocolate agar plates supple-
mented with kanamycin and the number of viable bacteria per organ
determined.

Identification of Proteins by Mass Spectrometry—Protein samples
were run on SDS-PAGE gels and silver stained (20). Gel lanes were
excised and subjected to tryptic digestion with sequencing grade
modified Trypsin (Promega), as described previously (15). Nano-LC-
MS/MS analysis of in-gel digested samples was performed on an

2280

Molecular & Cellular Proteomics 12.8


http://www.mcponline.org/cgi/content/full/M112.024794/DC1

Stress Response and Metabolism in Francisella Virulence

MoxR VWAl

MSLRKLMVILLIVPSICFASKWDDLWLTKDQQGMNYYNNGDAKKAAQTFE
MSLRKLMVILLIVPSICLASKWDDLWFTKDQQGMNYYNNGDAKKAAQTFE
MSLRKLMVILLIVPSICFASKWDDLWLTKDQQOGMNYYNNGDAKKAAQTFE
MSLRKLIFILSLLPCFCFANKWNDLWQTRDQQOGMSYYDSGNAKKAAEAFQ

Kkkkkky Kk gak skpk kkgkkk kpkkkkk kkg kpkkkkkggkg

vTrz=s

NSNWKGASYYKAGDYQKAYQEFKKDSSAKGLYNQGNSLTQLGEYSKAIDA
NSNWKGASYYKAGDYQKAYQEFKKDSSAKGLYNQGNSLTQLGEYSKAIDA
NSNWKGASYYKAGDYQKAYQEFKKDSSAKGLYNQGNSLTQLGEYSKAIDA
NSNWKGSSYYRAGDYQNAYQEFKKDGSAKGLYNQGNALTHMGEYKKATIEA

Kk kkkk g kokk g kkkkk gk kkokkkkk Kk kkkkkkkkakkgakkk Kkkgk

YKQATEKRPDFEDAKNNLEIAKELEKQQKQQQONSQNN———————-| NKDNK
YKQATEKRPDFEDAKNNLEIAKELEKQQKQQONSQNN-——
YKQATEKRPDFEDAKNNLEIAKELEKQQKQQQNSQNN-——————~; NKDNK
YTKAIQKRPDFADAKNNLEVAKELDKQKDNQONSQDNKDNKDNKDNKDNK

ok kk

o pkkgkkkkk kkkkkkkghkkkkghhg  shkkkk gk

DNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDN
DNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDN
DNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDQQE -~~~
DNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDSKDNKDNKDNKDN
ko ke k ok k ok ok kk ok kk ok k ok ok ok k ko k ok k ok k ok ok kokkk kg s

KDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKD -~ —— = = — = — — ——| QOEQNEQAN
KDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDQQEQNEQAN
ONEQONEQAN

KDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNKDNPEQSD
e kkgg

KVDQRQKELNNKETNKLLSMIDDDPGGLLKNKFARDYQRMIGDKREN
KVDQROKELNNKEANKLLSMIDDDPGGLLKNKFARDYQRMIGDKREN
KVDQCQKELNNKETNKLLSMIDDDPGGLLKNKFARDYQRMIGDKREN
AADQRQQELNDKEANKLLAAINDNPGGLLRNKFARDYQRMIGDKREN

LKk kpkkkgkkgkkkky kakpkkkkkghkkkkkkkkkkkkkkhkk

Fic. 1. Sequence analysis of protein TPR1. A, Upper line. Schematic organization of the proximal region of the moxR locus (genes
FTL_0200-FTL_0206). Gene moxR (FTL_0200), encoding the MoxR protein is colored in red. The three genes encoding proteins containing
VWA motifs are in magenta. Gene vwa? (FTL_0201) encodes the VWAT1 protein. Gene tpr1 (FTL_0205), encoding the protein TPR1 (containing
the TPR motif), is in beige. Lower line. Schematic representation of the regions of the tetratricopeptide repeats (TPR, residues 31-130 (e value
5.7 e-15) and of the NKD repeats (region of residues 138 - 186). B, ClustalW 2.1 multiple sequence alignments of selected orthologues of TPR1.
M, F. tularensis susp. mediasiatica; N, F. tularensis susp. novicida; L, F. tularensis susp. holarctica; P, F. philomiragia. The orthologues of TPR1
contain variable numbers of NKD repeats: 28 in F. tularensis susp. mediasiatica (in bold black, FTM_1557); 32 in F. tularensis susp. novicida
(in bold blue, FTN_0209); and 36 in F. philomiragia (in bold green, Fphi_0623), respectively.

Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid Chromatography (RSLC) sys-
tem (Dionex) coupled to LTQ-Orbitrap Velos mass spectrometer
(Thermo Scientific). Extracted peptides were dissolved in 0.1% (v/v)
trifluoroacetic acid, 10% acetonitrile, and preconcentrated on a 75
um i.d. reversed-phase (RP) trapping column and separated with an
aqueous-organic gradient (solution “A”: 0.1% (v/v) formic acid in 5%
(v/v) acetonitrile; solution “B”: 0.085% (v/v) formic acid in 80% (v/v)
acetonitrile; flow rate 400 nL/min) on a 75 um i.d. RP column (Acclaim
PepMap RSLC 75 um X 15 cm, 2 um, 100A, Dionex). Elution gradient
settings for standard protein samples were: 3 min at 0% B, 10 min
from 0% B to 10% B, 7 min from 10% B to 20% B, 7 min from 20%
B to 40% B, 4 min from 40% B to 50% B, 0.5 min from 50% B to 90%
B, 5 min at 90% B, 0.5 min from 90% B to 0% B, 5 min at 0%. MS
instrument settings were as follows: spray voltage 1.8 kV; capillary
temperature 250 °C; FT full MS target 1,000,000 (maximum injection
time 500 ms); IT MSn target 5000 (maximum injection time 100 ms).
2 FTMS full scan were averaged (resolution 30,000 for LTQ-Orbitrap
velos; positive polarity; centroid data; scan range 400 to 2000 m/z)
and the 20 most intense signals were subjected to MS/MS in the
collision-induced dissociation (CID) cell (resolution 15,000; centroid
data) with dynamic exclusion (repeat count 1; exclusion list size 500;
repeat/exclusion duration 12 s; exclusion mass width = 10 ppm),
preview mode for FTMS master scans, charge state screening,
monoisotopic precursor selection and charge state rejection (charge
state 1 and 4+) enabled. Activation type was CID with default
settings.

LC-MS/MS data were extracted and raw files from the analysis of
bands from each independent experiment were merged. For data
analysis, peak lists were generated by Proteome Discoverer v1.2
(Thermo Scientific) and searched against all the concatenated se-
quences of all the subspecies of F. tularensis (14,148 sequences;
available online on http://www.uniprot.org/taxonomy/?query =

complete%3Ayes+content%3Afrancisella+tularensis&sort = score)
from UniProtKB/Swiss-Prot complete proteome database (release
2011_01; 524,420 sequences) using the Mascot search engine (ver-
sion 2.2.07; Matrix Science).

Default parameters used were: fixed modification (Carbamido-
methyl (C)), and variable modification (Oxidation (M)) were allowed as
well as one missed cleavage. Enzyme was trypsin, monoisotopic
peptide mass tolerance was 5 ppm (after linear recalibration),
fragment mass tolerance was = 0.5 Da, false discovery rate was
lower than 2%. Only proteins identified with at least two unique
peptides and with the ion score higher than 25 were retained.

*
=+

RESULTS

In Silico Analyses—We have recently identified a genetic
locus, conserved among Francisella genomes, that comprises
ten consecutive genes in the same orientation (FTL_0200 to
FTL_0209, in F. tularensis LVS). Deletion of gene moxR
(FTL_0200) led to a mutant bacterium with increased vulner-
ability to various stress conditions and a growth defect in
infected macrophages (6). Remarkably, the proximal part of
the moxR operon, which is conserved in the genomes of
several other pathogenic bacterial species, encodes proteins
containing either tetratricopeptide repetition (TPR) or von Wil-
lebrand type A (VWA) motifs (Fig. 1). Confirming the peculiar
characteristics of this genetic region, we identified only a
limited number of proteins bearing either TPR or VWA motifs
in the F. tularensis genomes currently available in the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database, us-
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ing the Superfamily prediction program (available at http://
supfam.cs.bris.ac.uk). Indeed, FTL_0201 (here designated
VWAT1), FTL_0203 and FTL_0204, were the only three proteins
predicted to contain VWA-like motifs; and four proteins, in-
cluding FTL_0205 (here designated TPR1), were predicted to
contain TPR motifs with significant hits.

We identified a multiple 9 bp repeat in the middle part of
gene tpr1 (FTL_0205), accounting for the presence of a NKD
tripeptide repeat in the central part of the TPR1 protein (Fig.
1). The presence of 25 regions of 9 bp repeats (designated
SSTR9 for short sequence tandem repeat with 9 nucleotides)
had been previously reported in the genome of F. tularensis
SCHU S4 (21). Twelve of these repeats were identified within
predicted open reading frames, one of which corresponds to
the ortholog of tpr1. Multiple amino acid sequence alignments
reveals that the number of repetitions of the NKD motif varies
among the different TPR1 protein homologs i.e. 32 repeats in
F. tularensis subsp. novicida and 36 repeats in Francisella
philomiragia ortholog (as compared with 16 repeats in TPR1
of LVS) (Fig. 1A). Hence, the protein TPR1 contains both a
TPR motif in its proximal part and a NKD repeat region in its
central part, suggesting unique structural properties for this
protein (Fig. 1B).

In F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4, a careful re-
examination of the gene designated FTT_0294, which corre-
sponds to the two distinct genes FTL_0204 and FTL_0205 in
LVS, revealed it was erroneously annotated as a pseudogene
in the KEGG database. In fact, the DNA sequence of
FTT_0294 encompasses two consecutive coding sequences
with a 10 bp overlap (supplemental Fig. S1A). The proximal
part of FTT_0294 encodes a protein sharing 99.7% identity
with FTL_0204 and the distal part of FTT_0294, a protein
sharing 84.1% identity with FTL_0205 (TPR1) (supplemental
Fig. S1B).

Identification of In Vivo Interaction Partners —Tandem affin-
ity purification (TAP) was used to identify proteins interacting
in vivo with proteins of the moxR locus, using a dual affinity
tag coupled to mass spectrometry (8). We focused in the
present work on MoxR, and on one protein for each type of
protein—protein interaction motif. Our working hypothesis was
that the interactomes of these baits would lead to the identi-
fication of other moxR-encoded proteins. VWA1 was chosen
as a prototypic VWA-bearing motif protein because gene
vwal was the only gene (of the three genes encoding VWA-
bearing proteins), to be significantly up-regulated upon infec-
tion of macrophages (22). We thus considered that it was the
most relevant candidate to identify interacting partners pos-
sibly involved in Francisella intracellular survival and virulence.
TPR1 was chosen because it was the only protein of the moxR
locus to bear a TPR motif and the only TPR protein encoded
by the Francisella genome that also carried a NKD tripeptide
repeat.

The three TAP-tagged proteins constructed were desig-
nated MoxR-TAP, VWA1-TAP and TPR1-TAP, respectively

(see Experimental procedures for details). The corresponding
recombinant genes were expressed under the control of the
pgro promoter in the pFNLTP6pgro expression vector (Fig.
2A). The resulting plasmids were introduced in the F. tularen-
sis LVS strain and expression of the tagged-proteins was
verified by Western blot, using anti-tag antibody (15) on bac-
terial lysates. As shown in Fig. 2B, a band with the expected
molecular weight (MW) was detected for the three recombi-
nant proteins. An additional lower MW was also detected for
MoxR-TAP, likely to correspond to a C-terminal proteolytic
degradation product.

The three recombinant proteins were used individually as
baits and their interacting LVS proteins were purified using a
two-step elution procedure (15). In most cases, several bands
were specifically eluted by this procedure (Fig. 2C). In each
case, the MS-MS data obtained for each band were com-
bined and analyzed to compact results in a single table for
simplification.

Experiments were performed in biological replicates. One-
dimensional SDS-PAGE protein profiles and MS-MS protein
identifications obtained for each experiment were always
compared with verify reproducibility. Results issued from trip-
licate experiments for MoxR-TAP and VWA1-TAP and dupli-
cate experiments for TPR1-TAP are summarized in Tables
IA-C. In each table, we chose as a threshold, the protein
partners identified with at least two unique peptides and
identified in at least two independent experiments.

Thirty-one different proteins interacting with MoxR-TAP
were identified (Table IA), including MoxR-TAP itself. The
most highly represented protein was FTL_1714 (or GroEL).
The other proteins identified encompassed various predicted
biological activities (ranging from ribosomal proteins to hypo-
thetical proteins). Eight proteins appeared to interact with
VWA1-TAP, including VWA1-TAP itself (Table I1B). The two
most highly represented proteins (peptide number >10) were
FTL_1714 (GroEL) and FTL-1783 (or SucB), the E2 component
of the 2-oxoglutarate dehydrogenase (OGDH) complex. Re-
markably, TPR1 was also identified as a binding partner of
VWA1-TAP. Finally, one hundred proteins interacting with
TPR1-TAP were identified. These proteins belonged to vari-
ous functional categories (Table 1C). TPR1-TAP itself was
among the most highly represented proteins. The other highly
represented proteins (18 proteins with >10 unique peptides)
included notably the E1 components of OGDH and pyruvate
dehydrogenase (PDH). The E2 components of the two com-
plexes were also detected (FTL_1783, OGDH E2; and
FTL_0310, PDH E2) as well as the E3 component common to
both complexes (FTL_0311, PDH/OGDH E3). Only one pro-
tein, FTL_0207, encoded by the moxR locus was identified
among the interactants of TPR1-TAP. In addition, the two
subunits of the acetyl-CoA carboxyl transferase (ACC-«a and
ACC-p) were identified (12 peptides each).

BACTH Analyses—The bacterial two-hybrids (BACTH) sys-
tem was used to confirm several of the interacting partners
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Fic. 2. Construction of MoxR, VWA1 and TPR1 tagged proteins. A, Constructions. Left panel, the 5.1 kb p6gro-derived recombinant
plasmid carrying the fusion gene tpr1-Tap under the control of the pgro promoter. Right panel, schematic representation of the different parts
the TPR1-TAP protein. The protein A and calmodulin binding (CBP) domains of the TAP sequence have been fused immediately downstream
of the last residue of TPR1. B, Western-blot analyses. The recombinant proteins were expressed from p6gro-derived plasmids in LVS. The three
proteins carry the TAPtag sequence at their C-terminal end. Western blot analysis was performed on whole cell extracts to verify production
and stability of TAP-tagged proteins, using a polyclonal anti-TAPtag antibody. The three recombinant proteins were detected at the expected
molecular weight (a, MoxR-TAP; b, VWA1-TAP; ¢, TPR1-TAP). The open arrow indicates the position of a probable degradation product of
MoxR-TAP. Wild-type LVS strain was used as a negative control. C, TAP tag purification. TL, whole cell lysate; FT1, flow-through of the first
purification column; FT2, flow-through of the second purification column; E2, final elution sample from the second column. The arrows indicate
the protein band in which peptides corresponding to the bait were the most abundant. Molecular weight markers are indicated to the left of

the figure (in kDa).

identified in the TAPtag approach. We focused in particularon  genes moxR and tpr1 were cloned into plasmid pKT25 (C-

the interactions of MoxR and TPR1 with the OGDH E2 subunit
(FTL-1783 or SucB), as well as on the interactions of TPR1
with the three subunits of PDH (FTL_0309, FTL_0310,
FTL_0311) and with the acetyl CoA carboxylase-a subunit
(FTL_0295).

The FTL proteins moieties were fused to the proximal por-
tion (designated CyaA-T25, vectors pKT25 and pKNT25) or to
the distal portion (designated CyaA-T18, vector pUT18C) of
the catalytic domain of adenylate cyclase (Table Il). Briefly,

terminal fusions to CyaA-T25). The gene tpr1 was also cloned
into plasmid pKNT25 (N-terminal fusion to CyaA-T25). The
genes FTL-1788, FTL-0309, FTL-0310, FTL-0311, FTL-0295,
were cloned into plasmid pUT18C encoding the distal domain
of CyaA (C-terminal fusions to CyaA-T18). Each pair of re-
combinant bait (CyaA-T25, pKT derivatives)/pray (CyaA-T18,
pUT derivatives) plasmids was introduced into the E. coli cya-
strain BTH101. The interaction CyaA-T25 + CyaA-T18, recon-
stituting catalytic CyaA activity and leading to the production
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TABLE |
Accession UniProtkKB Gene FTL number Protein description Unlgue
name peptides
A. MoxR-TAP. Dieppedale et al.
P94798 groEL FTL_1714 60 kDa chaperonin** 36
Q2A5K6 moxR FTL_0200 MoxR family ATPase** 23
Q9ZAW3 ftsZ FTL_1907 Cell division protein FtsZ** 12
Q2A5L9 pheC FTL_0187 Cyclohexadienyl dehydratase* 8
Q2A328 dnaK FTL_1191 Chaperone protein DnaK* 8
Q2A1M4 rplA FTL_1747 508 ribosomal protein L1* 7
Q2A1Z7 pckA FTL_1616 Phosphoenolpyruvate carboxykinase* 7
Q2A358 iglD FTL_0114/FTL_1160 Intracellular growth locus protein D* 7
Q2A3U7 phoH FTL_0885 PhoH-like protein* 6
Q2A639 dnaN FTL_0002 DNA polymerase Il 8 subunit** 5
Q2A499 FTL_0702 Hypothetical protein*® 5
Q2A512 rpsB FTL_0224 30S ribosomal protein S2* 4
Q2A5G4 rpsC FTL_0242 30S ribosomal protein S3* 4
Q2A360 iglB FTL_0112/FTL_1158 Intracellular growth locus protein B* 4
Q2A5E6 rpsD FTL_0260 30S ribosomal protein S4* 3
Q2A5H0 rplC FTL_0236 508 ribosomal protein L3* 3
Q2A2S5 FTL_1306 Putative uncharacterized protein* 3
Q2A5E5 rpoAT FTL_0261 DNA-directed RNA polymerase o4 subunit® 3
Q2A198 FTL_0265 Glycosyltransferase containing DXD motif* 3
Q2A4H7 rpoA2 FTL_0616 DNA-directed RNA polymerase a, subunit® 3
Q2A110 atpA FTL_1797 ATP synthase a subunit* 3
Q2A4R4 minD FTL_0519 Septum site-determining protein MinD* 2
Q2A370 FTL_1146 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase* 2
Q2A3K7 mdh FTL_0987 Malate dehydrogenase* 2
Q2A253 sucC FTL_1553 Succinyl-CoA ligase B subunit* 2
Q2A511 tsf FTL_0225 Elongation factor Ts* 2
Q2A3U2 tig FTL_0891 Trigger factor® 2
Q2A1J4 sucB FTL_1783 Oxoglutarate dehydrogenase E2 component* 2
QOBNJ4 tolB FTL_0334 Protein TolB* 2
Q2A368 pyk FTL_1148 Pyruvate kinase* 2
1B. VWA1-TAP. Dieppedale et al.
P94798 groEL FTL_1714 60 kDa chaperonin** 43
Q2A1J4 sucB FTL_1783 Oxoglutarate dehydrogenase E2 component* 14
Q2A328 dnaK FTL_1191 Chaperone protein DnaK** 8
Q2A5EO0 htpG FTL_0267 Chaperone protein HtpG* 4
Q2A5K5 vwal FTL_0201 Hypothetical protein 3
Q2A1TMO tuf FTL_1751 Elongation factor Tu* 3
Q2A5K1 torl FTL_0205 Tetratrico peptide repeat* 2
Q2A368 pyk FTL_1148 Pyruvate kinase 2
1C. TPR1-TAP. Dieppedale et al.
Q2A328 dnaK FTL_1191 Chaperone protein DnaK* 55
Q2A5EQ0 htpG FTL_0267 Chaperone protein HtpG* 34
P94798 groEL FTL_1714 60 kDa chaperonin® 21
Q2A5A0 aceE FTL_0309 Pyruvate dehydrogenase E1 component 21
Q2A5K1 tor1 FTL_0205 Tetratrico peptide repeat* 19
Q2A4Q0 gyrA FTL_0533 DNA gyrase, subunit A 17
Q2A5V6 clpB FTL_0094 AAA superfamily ATPase ClpB 15
Q2A1M4 rplA FTL_1747 50S ribosomal protein L1* 15
Q2A512 rpsB FTL_0224 30S ribosomal protein S2* 15
Q2A1G8 infB FTL_1809 Translation initiation factor IF-2* 14
Q2A1J3 SsucA FTL_1784 Oxoglutarate dehydrogenase E1 component 14
Q2A432 FTL_0785 GTP-binding protein 13
Q2A2S2 accD FTL_1309 Acetyl-CoA carboxylase 8 subunit* 12
Q2A5B4 accA FTL_0295 Acetyl-coA carboxylase « subunit 12
Q2A3T9 lon FTL_0894 ATP-dependent protease La 12
Q2A1M8 rpoC FTL_1743 DNA-directed RNA polymerase 8 subunit* 12
Q2A1K3 acnA FTL_1772 Aconitate hydratase 11
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TABLE |—continued

Accession UniProtkKB Gene FTL number Protein description Unlgue
name peptides
Q2A5G4 rpsC FTL_0242 30S ribosomal protein S3* 11
Q2A360 iglB FTL_0112/FTL1158 Intracellular growth locus protein B* 10
Q2A180 rpsA FTL_1912 30S ribosomal protein S1* 9
Q2A298 katG FTL_1504 Catalase-peroxidase® 9
Q2A2S5 FTL_1306 Hypothetical protein 9
Q2A5C7 dnad FTL_0281 Chaperone DnaJ* 9
Q2A1J4 sucB FTL_1783 Oxoglutarate dehydrogenase E2 component* 9
Q2A632 ompH FTL_0009 Outer membrane protein® 9
Q2A5E6 rpsD FTL_0260 30S ribosomal protein S4* 9
Q2A3U2 tig FTL_0891 Trigger factor® 9
Q2A274 FTL_1225 Lipoprotein, putative* 8
Q2A598 Ipd FTL_0311 Dihydrolipoyl dehydrogenase* 8
Q2A5J9 pcp FTL_0207 Pyrrolidone-carboxylate peptidase* 8
Q2A5L9 pheC FTL_0187 Cyclohexadienyl dehydratase* 8
Q2A3H1 rluB FTL_1030 Pseudouridine synthase 7
Q2A427 era FTL_0790 GTP-binding protein Era 6
Q2A4W8 parC FTL_0462 DNA topoisomerase IV, a subunit 6
Q2A1U2 FTL_1678 Hypothetical protein 6
Q2A1MO tuf FTL_1751 Elongation factor Tu* 6
Q2A383 suhB FTL_1132 Inositol-1-monophosphatase* 5
Q2A2M7 iclR FTL_1364 Transcriptional regulator, IcIR family* 5
Q9ZAW3 ftsZ FTL_1907 Cell division protein FtsZ* 5
Q2A599 aceF FTL_0310 Pyruvate dehydrogenase E2 component* 5
Q2A110 atpA FTL_1797 FOF1 ATP synthase « subunit® 5
Q2A2J1 infC FTL_1406 Translation initiation factor IF-3 5
Q2A2H7 FTL_1420 Carbohydrate/purine kinase PkfB family 5
Q2A5F5 rolF FTL_0251 50S ribosomal protein L6 5
Q2A193 ginA FTL_1899 Glutamine synthetase* 4
Q2A4K8 fadB/acbP  FTL_0584 Hydroxacyl-CoA dehydrogenase/acyl-CoA-binding protein 4
Q2A377 fabG FTL_1139 3-oxoacyl-(Acyl-carrier) reductase” 4
Q2A2C4 FTL_1477 Thiamine pyrophosphokinase 4
Q2A263 mutM FTL_1543 Formamidopyrimidine-DNA glycosylase 4
Q2A2T8 FTL_1293 Hypothetical protein 4
Q2A502 parB FTL_0428 Chromosome partition protein B 4
Q2A5X6 lepA FTL_0071 GTP-binding protein LepA 4
Q2A269 pnp FTL_1537 Polynucleotide phosphorylase/polyadenylase* 4
Q2A316 FTL_1015 AhpC/TSA family protein- Peroxiredoxin* 4
Q2A4MO FTL_0572 Hypothetical protein* 4
Q2A1M7 rpoB FTL_1744 DNA-directed RNA polymerase B subunit 4
Q2A2E3 secA FTL_1458 Protein translocase subunit SecA 4
Q2A303 FTL_1216 Hypothetical protein 4
Q2A581 ppdK FTL_0132 Pyruvate phosphate dikinase 3
Q2A259 gyrB FTL_1547 DNA gyrase B subunit 3
Q2A2K5 deaD FTL_1392 cold-shock DEAD-box protein A 3
Q2A3E5 dacD FTL_1060 D-alanyl-p-alanine carboxypeptidase* 3
Q2A358 iglD FTL_0114/FTL_1160 Intracellular growth locus protein D 3
Q2A346 pApA FTL_0162/FTL_1172  Pathogenicity deteminant protein PdpA 3
Q2A1F6 nuoG FTL_1824 NADH dehydrogenase subunit G 3
Q2A4R4 minD FTL_0519 Septum site-determining protein MinD 3
Q2A3U7 phoH FTL_0885 PhoH-like protein 3
Q2A356 pdpC FTL_0116/FTL_1162  Pathogenicity determinant protein PdpC 3
Q2A4B2 araC FTL_0689 Transcriptional regulator AraC family 3
Q2A5H2 fusA FTL_0234 Elongation factor G 3
Q2A329 groE FTL_1190 Heat shock protein GrpE* 3
Q2A374 plsX FTL_1142 Glycerol-3-phosphate acyltransferase PlsX* 3
Q2A5P0 usp FTL_0166 Universal stress protein® 3
Q2A415 putA FTL_0805 Bifunctional proline dehydrogenase 3
Q2A580 tolB FTL_0334 Protein TolB 3
Q2A639 dnaN FTL_0002 DNA polymerase Il B subunit 2
Q2A211 hemB FTL_1602 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 2
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TABLE |—continued

Accession UniProtkKB Gene FTL number Protein description Unlgue
name peptides
Q2A264 FTL_1542 AMP-binding protein 2
Q2A2Q8 fopA FTL_1328 OmpA family protein® 2
Q2A2U7 gshB FTL_1284 Glutathione synthetase 2
Q2A3R1 elbB FTL_0928 Isoprenoid biosynthesis protein 2
Q2A3Z9 cphA FTL_0831 Cyanophycin synthetase 2
Q2A2F5 fabL FTL_1442 Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase 2
Q2A368 pyk FTL_1148 Pyruvate kinase* 2
- FTL_0629 Pseudogene 2
Q2A4K6 fadD FTL_0586 Long chain fatty acid CoA ligase 2
Q2A1B9 pcm FTL_1866 L-isoaspartate O-methyltransferase* 2
Q2A4N4 FTL_0552 Two-component response regulator 2
Q2A378 acpP FTL_1138 Acyl carrier protein 2
Q2A2H1 FTL_1426 Hypothetical protein 2
Q2A5X9 gmhA FTL_0068 Phosphoheptose isomerase 2
Q2A484 rne FTL_0717 Ribonuclease E 2
Q2A4B1 fadD1 FTL_0690 Long chain fatty acid CoA ligase 2
Q2A359 iglC FTL_0113/FTL_1159 Intracellular growth locus protein C 2
Q2A3S7 ysxC FTL_0906 Ribosome biogenesis protein YsxC 2
Q2A4C7 panC FTL_0673 Pantoate-b-alanine ligase 2
Q2A4P4 IpXA FTL_0539 UDP-N-acetylglucosamine acyltransferase 2
Q2A503 parA FTL_0427 Chmomosome partition protein A 2
P18149 IpnA FTL_0421 Lipoprotein* 2
Q2A265 mraW FTL_1541 S-adenosyl-methyltransferase MraW 2
TasLE Il type tpr1 allele led to high level expression of the tpr1 gene
BACTH. Dieppedale et al. (supplemental Fig. S2). We also monitored expression of the
pKT25 MoxR (C-ter) TPR1 (C-ter) TPR1 (N-ter) gene FTL_0206 lying immediately downstream of tpr1 (Fig. 1),
pUT18 in these strains. An ~2-fold reduction in FTL_0206 gene ex-
- - - - pression was recorded in the Atpr1 mutant background (sup-
FTL_1783 (C-ter) ++ + + plemental Fig. S2), reflecting a polar effect of the clean dele-
FTL_0309 (C-ter) nt - + . . . .
FTL 0310 (C-ten) nt ) N tion. Reduced expression of.FTL_0206 was still observed in
FTL_0311 (C-ter) nt + + the tpr1-complemented strain. We therefore constructed a
FTL_0295 (C-ter) nt + ++ new complemented strain by introducing in the Atpr7 mutant

of cAMP, was monitored by the hydrolysis of the lactose
analog X-Gal on LB- X-Gal plates. As summarized in Table I,
MoxR-CyaA-T25 and FTL_1783-CyaA-T18 recombinant pro-
teins interacted together to produce cAMP. The TPR1-CyaA-
T25 N-terminal fusion interacted with all the protein partners
tested whereas the CyaA-T25-TPR1 C-terminal fusion inter-
acted only with 3/5 of them. Altogether, this assay confirmed
the interactions of MoxR with the E2 subunit of the OGDH
complex; and of TPR1 with the OGDH E2 subunit, the PDH
complex as well as with the ACC « subunit.

Construction and Characterization of a Atpr1 Chromosomal
Deletion—To further characterize the role of the protein TPR1
in Francisella pathogenesis, we constructed a clean chromo-
somal deletion of gene tpr1 by allelic replacement, and a
complemented strain by introducing a plasmid-born wild-type
tor1 allele in LVSAtpri. Expression of gene tpr1 was moni-
tored by quantitative reverse transcription PCR (QRT-PCR) in
these strains. As expected, expression of tpor1 was abolished
in the deletion strain and introduction of a plasmid-born wild-

a plasmid expressing both tpr1 and FTL_0206 genes. In this
new complemented strain, expression of both genes tpr1 and
FTL_0206 was fully restored (supplemental Fig. S2). The char-
acteristics of the wild-type, Atpr7 mutant and complemented
strains were followed in different stress conditions as well as
in human macrophages and in vivo.

Sensitivity to Oxidative, pH and Other Stresses—Upon
Francisella entry into cells, the phagosomal compartment
transiently acidifies and the activation of NADPH oxidase
leads to the production of noxious oxygen reactive species
(23, 24). Thus, we first tested the survival of parental LVS,
LVSAtpr1 mutant and complemented strains, under oxidative
stress conditions.

For this, bacteria were exposed to 0.03% H,O, (~10 mwm)
(Fig. 3). The Atpr1 deletion mutant strain (LVSAtpr1/p6gro)
appeared to be extremely sensitive to oxidative stress as
compared with the wild-type strain (LVS/p6gro) Indeed, it
showed a 25-fold decrease in the number of viable bacteria
already after 10 min, and an ~50,000-fold decrease after 30
min of exposure to H,O,. Remarkably, the two complemented
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strains, harboring either a plasmid-born copy of gene tpr1
alone (plasmid p6gro-tpr1) or of genes tpr1 and FTL_0206
(pBgro-tpr1 or pbgro-tpr1-FTL_0206) showed wild-type bac-
terial viability (Fig. 3). This assay confirmed that protein TPR1
specifically contributes to the adaptation of F. tularensis to
oxidative stress. Notably, we also evaluated the capacity of
the protein TPR1-TAP to complement the Atpr1 deletion mu-
tant. This strain (LVSAtpr1/p6gro-tpr1-TAP) showed resis-
tance to oxidative stress similar to LVS and complemented
strains, indicating a normal activity of the TPR1-TAP protein
despite the presence of the C-terminal tag.

We next evaluated the ability of the LVSAtpr7 mutant to
endure acid stress, by incubating the LVS, LVSAtpr1 and of
the complemented strain (LVSAtpr1/p6gro-tpr1-FTL_0206), in
normal growth media adjusted to pH 4.0 (supplemental Fig.

—@- LVS/p6gro

—O— LVSLVSAtpr1/p6gro-tor1-TAP
—— LVSAtpr1/p6gro-tpr1

- LVSAtpr1/p6gro-tpr1-FTL_0206
—+ LVSAtpr1/pégro

*
%

20 30
Time (minutes)

Fic. 3. Sensitivity to oxidative stress of LVS, LVSAtpr1 and
complemented strains. Exponential-phase bacteria were diluted to
a final concentration of 108 bacteria/ml in fresh Schaedler-K3 broth
and subjected to oxidative stresses (10 mm H,O,). The bacteria were
plated on chocolate agar plates at different times, and viable bacteria
were monitored 3 days after. Data are the average CFU/ml for three
independent experiments for each condition. Results are shown as
the averages of log,, (CFU/mI) = standard deviations. ** p < 0.01 (as
determined by Student’s t test).

0 10

As

Fic. 4. In vitro and vivo properties of

S3A). Both LVS and LVSAtpr1 were sensitive to low pH, but
the LVSAtpr1 mutant strain showed a 2,300-fold increase of
mortality after 4 h. The complemented strain exhibited viability
at the same level as the wild-type parent.

We also evaluated the impact of the Atpr1 deletion on
bacteria subjected to heat, ethanol and SDS stresses. When
subjected to high temperature (50 °C) (supplemental Fig.
S3B), the number of viable bacteria of the LVSAtpr1 mutant
was 14-fold lower than that of the wild type strain after 1 h. In
media containing 0.05% SDS (supplemental Fig. S3C), the
number of mutant bacteria was 350-fold lower than of LVS
bacteria after 4 h and the mutant resisted 15-fold less than
LVS after 2 h and in media containing a high concentration of
ethanol (10%) (supplemental Fig. S3D). In all four assays, the
complemented strain (LVSAtpr1/p6gro-tpr1-FTL_0206) ex-
hibited viability at the same level as the wild-type parent.

Thus, the Atpr1 mutant appeared to be more sensitive than
the wild-type strain to all the stresses tested, a characteristic
resembling that previously observed with the AmoxR mutant
(6). Remarkably, the AmoxR and Atpr1 mutants were both
more sensitive to oxidative stress than to any other stress.
Altogether, these data indicate that the proteins MoxR and
TPR1 contribute to the adaptation of F. tularensis to a variety
of stressful conditions and are particularly important for oxi-
dative stress defense.

Intracellular Survival and Multiplication—We then examined
the ability of the wild-type, Atpr1 mutant, and complemented
strains, to multiply in human macrophages (THP-1 cell line)
over a 48-h period. The Atpr1 mutant (LVSAtpr1/p6gro)
showed an ~10-fold reduction of intracellular bacteria after
24 h and 48 h, as compared with the parental strain (LVS/
p6gro) (Fig. 4A). Introduction of the complementing plasmid
p6gro-tpr1 restored partially bacterial multiplication in
THP-1 cells. Indeed, after 24 h and 48 h of infection, mul-
tiplication of the complemented strain was improved as

w

LVSAtpri. A, Intracellular replication of
LVS, LVSAtpriand the complemented
strains was monitored over a 48 h period
in THP-1 human macrophages. Results
are shown as the averages of logyq
(CFU/ml) = standard deviations. ** p <
0.01 (as determined by Student’s t test).
B, Bacterial burden in spleen and livers
of mice infected with 250 CFU of wild-
type LVS (LVS/p6gro, black diamonds),

*

-
o

—
s s
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Atpr1 mutant (LVSAtpr1/p6gro, open 4
triangles) or complemented strain 0
(LVSAtpri1/p6gro-tpr1-FTL_0206, open

diamonds). Results are shown as logyq

CFU per organ =+ standard deviations.

Liver and spleen data at day 4, for LVS

and LVSAtpr1 infections, represent five

mice. *p < 0.05; ™ p < 0.01; ™ p <

0.001 (as determined by Student’s t

test).
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compared with the deletion strain (~fivefold higher) but was
still lower than that of the parental strain. The comple-
mented strain expressing both tpr1 and FTL_0206 genes
(LVSAtpri1/ pégro-tpr1-FTL0206) showed wild-type intracel-
lular survival and multiplication in macrophages (Fig. 4A),
indicating that both tpr7and FTL_0206 genes contribute to
LVS intracellular multiplication.

In Vivo Properties—We examined the virulence of wild-type
LVS (LVS/p6gro), Atpr1 mutant (LVSAtpr1/p6gro) and com-
plemented strain (LVSAtpr1/p6gro-tpri-FTL_0206), in mice,
by following the kinetics of bacterial multiplication in the target
organs (spleen and liver) of infected animals (Fig. 4B). Groups
of five BALB/c mice were infected with 250 bacteria by the
intra-peritoneal route and mice were sacrificed at day 4 after
the inoculation. At day 4, multiplication in the Atpr7imutant
strain significant decreased as compared with the wild-type
strain in both organs (25-fold and 63-fold, in the spleen and in
the liver, respectively). Remarkably, complementation with
plasmid p6gro-tpr1-FTL_0206 restored full virulence. Indeed,
similar counts were recorded in the spleens of animals in-
fected with the wild-type and complemented strains (log,¢6.2
versus log,,6.38, respectively). The counts recorded in the
livers were even 10-fold higher with the complemented strain
than with the wild-type strain (Fig. 4B). These results thus
confirm our earlier preliminary observations (6) on the partic-
ipation of genes tpr1 and FTL_0206 in F. tularensis virulence.

MoxR and TPR1 Modulate OGDH and PDH Enzymatic Ac-
tivities—As mentioned above, all the subunits of the 2-oxo-
glutarate dehydrogenase (OGDH) and pyruvate dehydrogenase
(PDH) complexes interacted with TPR1-TAP. The TPR-bear-
ing motif protein also interacted with the two subunits of
Acetyl-CoA carboxylase (ACC). This observation led us to test
the impact of moxR or tpr1 inactivation on the activity of these
three enzymatic complexes. The OGDH complex is a key
enzyme in the TCA cycle which catalyzes the conversion of
2-oxoglutarate to succinyl-CoA, NADH and CO, (25). The
PDH complex, an enzyme linking the glycolysis pathway and
the TCA cycle, catalyzes the conversion of pyruvate in acetyl-
CoA, NADH and CO,, (25, 26). Acetyl-CoA carboxylase (ACC)
is a biotin-dependent multi-subunit enzyme (19) that catalyzes
the irreversible carboxylation of acetyl-CoA to produce mal-
onyl-CoA. This irreversible reaction is involved in fatty acid
synthesis.

OGDH activity was assayed on bacterial lysates by mea-
suring the reduction of NAD™ at 340 nm in the presence of 16
mwm oxoglutarate. PDH activity was assayed in the same con-
ditions in the presence of 16 mm pyruvate. ACC activity was
assayed on bacterial lysates by measuring the amount of
coenzyme A formed at 412 nm, in the presence of malonyl-
CoA (see Experimental procedures).

The protein TPR1 also interacted with the catalase KatG,
responsible for the detoxification of bactericidal compounds
such as H,0,. The fact that KatG has been shown previously
to participate to F. tularensis oxidative stress response ((4)

and references therein), prompted us to monitor the catalase
enzymatic activity in wild-type, Atpr17 and complemented
strains. Catalase activity was assayed on bacterial lysates by
measuring the conversion of H,O, into H,0 and O,, using the
Amplite™ Fluorimetric Catalase Assay Kit (see Experimental
procedures).

As shown in Fig. 5, PDH and OGDH activities dropped
down to 30% of the wild-type activity in the lysate from the
LVSAmoxR mutant strain. Both enzymatic activities were also
significantly reduced in the lysate from LVSAtpr1 (18 and 29%
reduction of activity for PDH and OGDH, respectively). We
monitored expression of genes FTL_0309 and FTL_1784 (en-
coding PDH- and OGDH- E1 subunits, respectively) by qRT-
PCR, in LVS and in the LVSAtpr1, strains (supplemental Fig.
S4). Transcription of these two genes was unaffected in the
Atpr1 mutant, strongly suggesting that the decrease in PDH
and OGDH activities in this strain was not due to reduced
protein expression.

KatG activity was also moderately but significantly reduced
in the Atpr1 mutant strain (17% reduction of activity) and
wild-type activity was fully restored in the complemented
strain (Fig. 5F). The background activity recorded in the Atpr1
strain is likely to be due to the remaining H,O, detoxifying
activity of glutathione peroxidase and alkyl-hydroperoxide re-
ductase. This assay confirmed, thus, the functional relevance
of the interaction between the proteins TPR1 and KatG. Of
note, inactivation of katG, in both F. tularensis subsp. tular-
ensis strain SCHU S4 or F. tularensis subsp. holarctica strain
LVS, resulted in enhanced susceptibility to H,O, in vitro. The
oxidative stress defect of the LVSAtpr1 mutant (see above)
might thus be accounted by, at least in part, to an effect on
this protein.

In contrast, ACC activity was not significantly affected in
any of the two mutants as compared with LVS. Hence, the
interaction of TPR1 with this enzyme is not critical for its
activity, at least in the conditions tested.

DISCUSSION

Using in vivo tandem affinity purification, combined with high-
resolution mass spectrometry, we identified the interactomes of
MoxR, VWA1 and TPR1, three proteins encoded by the moxR
locus of F. tularensis LVS. The interacting proteins belonged to
various functional categories, notably including key metabolic
enzymes such as PDH and OGDH. We show here that inac-
tivation of tpr1 impairs bacterial virulence and affects bacterial
stress defense. Remarkably, in both moxR and tpr1 mutants,
the activities of PDH and OGDH were altered, suggesting a
possible link between stress defense and the tricarboxylic
acid cycle in F. tularensis virulence.

The Interactomes Show Partial Overlap—We successfully
identified some interactions between moxR-encoded proteins
(VWA1 with TPR1, and TPR1 with FTL_0207). However, we
did not identify the reciprocal interactions (e.g. VWA1 was not
identified in the TPR1-TAP interactome), possibly due to hin-
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Fic. 5. Enzymatic assays. The assays were performed on total protein lysates. Panels A, B, C, compared the activities in wild-type LVS to

those in AmoxR and Atpr1 mutant strains. Panels D, E, F, compared the activities in wild-type LVS to those in Atpr1 and complemented strains
(LVSAtpri/p6gro-tpr1 and LVSAtpr1/p6gro-tpr1-FTL_0206). (A, D) Pyruvate dehydrogenase assays were realized at 340 nm, over a reaction
time of 10 min. (B, E) Oxoglutarate dehydrogenase assays were realized at 340 nm, over a reaction time of 5 min. (C) Acetyl-CoA carboxylase
assay was realized at 412 nm over a reaction time of 5 min. Values were collected every minute. Each assay was performed on three
independent protein lysates and each experiment was repeated twice. The average of absorbance * standard deviations, recorded for the
wild-type LVS and mutant strains at the end of the reaction were significantly different (PDH, p < 0.05; OGDH, p < 0.01, as determined by
Student’s t test). Ordinate, variation of absorbance. Abcissa, time (in min) of the reaction. F, Catalase activity assay was realized at 576 nm,
using the Amplite™ Fluorimetric Catalase Assay Kit. The assay was performed according to manufacturer’s recommendation. Each assay was
performed on three independent protein lysates and each experiment was repeated twice. The average of catalase activity (in unit/mg of total
proteins) * standard deviations, recorded for the wild-type LVS and mutant strains at the end of the reaction were significantly different (p <

0.01, as determined by Student’s t test). Ordinate, catalase activity.

drance caused by the presence of the C-terminal Tag. Further
biochemical and structural studies will be required to charac-
terize the nature of the oligomeric structures comprising these
proteins.

In addition, to the moxR-encoded proteins, the three inter-
actomes comprised a subset of common proteins. Remark-
ably, most of the proteins interacting with MoxR-TAP also
interacted with either one or both of the two other TAP-tagged
proteins. For example, two-third of the proteins interacting
with MoxR-TAP (19/31) also interacted with TPR1-TAP. These
included: 1) the general chaperones GroEL and DnakK; 2)
trigger factor (Tig) and EF-Tu, involved in polypeptide chain
elongation; 3) FtsZ and MinD, involved in cell division; 4) the
pyruvate kinase (Pyk) and the OGDH E2 component, involved
in metabolism; and v) the Francisella pathogenicity island

proteins IgIB and IgID. Similarly, all the proteins interacting
with VWA1-TAP also interacted with proteins from the two
other TAP-tagged interactomes. The proteins GroEL and
DnaK constituted the most abundant peptides in most inter-
actomes. It cannot be excluded that they correspond to non-
specific protein—protein interactions because these two pro-
teins are highly abundant in F. tularensis (27, 28).

The protein TPR1-TAP interacted with numerous proteins,
including several enzymes or enzymatic complexes that were
not detected in the other two interactomes.

In particular, if one considers as relevant interacting part-
ners only the proteins identified with at least 10 peptides (Fig.
6), TPR1 appears to interact with: the PDH E1, and E2 sub-
units (AceE, AceF), the OGDH E1 and E2 subunits (SucA,
SucB), their common E3 subunit (Lpd), the two subunits of
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VWA1

Fic. 6. The MoxR-TAP, VWA1-TAP and TPR1-TAP interactomes. MoxR-TAP, VWA1-TAP, and TPR1-TAP proteins were used as baits and
are represented within red squares In contrast, for the proteins identified with a unique bait, only the most abundant proteins are represented
(identified with = 10 total peptides). SucA and SucB (OGDH subunits) are in diamond shape. AceE, AceF and LpD (PHD subunits) are in
hexagon shape. Pcp, encoded by the distal part of the moxR locus, is in red. This graphical representation was generated by using the

Cytoscape software (freely available at http://www. cytoscape.org).

acetyl-CoA carboxylase (AccA, AccD), and KatG. Among
these only the OGDH E2 subunit (SucB) belonged to another
interactome (VWA1). This may reflect peculiar biochemical
and/or structural properties of TPR1, favoring protein—protein
interactions. The contribution of the other moxR-encoded
proteins to these other enzymatic activities, if needed, might
not require direct binding. Using the same threshold of 10
peptides, the TPR1 interactome shares eight proteins with the
MoxR interactome and only three proteins with the VWA1
interactome (Fig. 6). The chaperones DnaK and GroEL are the
only two proteins identified in the three interactomes.

Stress Response, the TCA Cycle and Virulence—Inactiva-
tion of either moxR or tpr1 impaired bacterial stress defenses
and also significantly altered PDH and OGDH activities.
OGDH is an enzymatic complex composed of multiple copies
of three different subunits: the 2-oxoglutarate dehydrogenase
(E1, FTL_1784), the dihydrolipoamide succinyltransferase (E2,
FTL_1783), and the lipoamide dehydrogenase (Ipd or ES3,
FTL_0311) that is shared with pyruvate dehydrogenase (sup-
plemental Fig. S4). The OGDH complex, which constitutes the
primary site of control of the metabolic flux through the TCA
cycle, has been also shown to be involved in the protection of
the bacterium against reactive nitrogen intermediates and
oxidative stress generated by the host immune system (see
for a review (29)). The PDH enzymatic complex is composed

of three components: the pyruvate dehydrogenase (E1 com-
ponent, FTL_0309), the dihydrolipoamide transacetylase (E2
component, FTL_0310) and the dihydrolipoamide dehydro-
genase (E3 component, FTL_0311). In both complexes the E2
component forms a multimeric core, which binds the periph-
eral E1 and E3 subunits. The substrate is decarboxylated by
the E1 component dependant of thiamine pyrophosphate.
Then, it is oxidized and transiently acetylated by E2
component.

In F. tularensis, the genes encoding the E1 and E2 subunits
of OGDH complex are predicted to be essential genes (30)
which probably accounts for the fact that they have not been
identified in earlier in vitro and in vivo genetic screens as
potential virulence factors. In contrast, the genes encoding
the E1 and E2 subunits of PDH, as well as that encoding the
shared E3 subunit are not essential. Indeed, the gene aceE,
encoding PDH E1 subunit in F. novicida (FTN_1494), was
identified in a recent screen as important for intracellular
survival (31). Inactivation of the Jod gene (encoding the E3
subunit) was also found to affect the virulence of F. tularensis
LVS (32). Interestingly, in Mycobacterium tuberculosis, the
Lpd protein is part of an antioxidant defense system in addi-
tion to its role in intermediary metabolism (33). Hence, it is
also possible that Lpd participates in defense against oxida-
tive stress in F. tularensis. Of note, in S. typhimurium, a
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AsucAB mutant (lacking OGDH E1 and E2, and thus unable to
make succinyl-CoA) was shown to be avirulent in the mouse
model (34). Interestingly, Richardson et al. recently showed
that S. typhimurium became auxotroph for methionine and
lysine under nitrosative stress, because of reduced succinyl-
CoA availability (35).

Our work suggested possible connections between stress
response and metabolism in pathogenic F. tularensis. The
proteins MoxR, VWA1, TPR1, and possibly other moxR-en-
coded proteins, might assist multiple enzymatic activities,
including the tricarboxylic acid cycle-related PDH and OGDH.
Further work will be required to make precise the molecular
mechanisms involved in these interactions and their impor-
tance for intracellular survival and multiplication of the bacte-
rium. More generally, the fact that similar moxR-like loci exists
in several other intracellular bacteria, such as for example
Legionella species, suggest functions carried by moxR-en-
coded proteins might be shared by other pathogenic
organisms.
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Résumé :

Francisella tularensis, agent étiologique de la tularémie, est un pathogeéne intracellulaire
facultatif capable d’infecter de nombreuses cellules de mammiferes. Pour se multiplier
activement dans le cytoplasme des cellules hdtes, la bactérie doit étre en mesure de capter
dans cet environnement tous les composés nécessaires a son métabolisme, et notamment des
acides aminés qui représentent ses principales sources de carbone et d’azote. Les pathogénes a
multiplication intracellulaire ont mis en place un ensemble de mécanismes, visant i) la
manipulation des voies métaboliques de I’hote, pour accroitre le pool de nutriments
disponibles, et ii) 1’expression de transporteurs dédi¢s, pour la captation optimale de ces
nutriments. Cet ensemble de mécanismes est regroupé sous le terme de « virulence
nutritionnelle ». Chez Legionella pneumophila, plusieurs membres d’une sous-famille de
transporteurs actifs secondaires (désignés Pht, ou transporteurs phagosomaux), responsables
de la captation des acides aminés lors de la phase intracellulaire de la bactérie, ont été
caractérisés.

Dans ce travail, nous avons établi le rdle de deux membres de la sous-famille des
transporteurs Pht (désignés AnsP et IleP), dans le transport d’acides aminés et la virulence de
Francisella. La protéine AnsP est un transporteur d’asparagine. La délétion du geéne codant
pour ce transporteur n’a pas d’effet sur la croissance de Francisella en milieu synthétique,
mais entraine une diminution drastique de sa multiplication intracellulaire dans tous les types
cellulaires testés, ainsi qu’une atténuation importante de la virulence chez la souris. La perte
de virulence du mutant asnP est réversible aussi bien in vivo qu’in vitro par ajout
d’asparagine en exces. F. tularensis, qui est prototrophe pour [’asparagine en milieu
minimum, devient donc auxotrophe dans le cadre de sa croissance intracellulaire, et nécessite
un transport de cet acide aminé via AnsP. Ce changement de besoins en asparagine entre le
milieu extérieur et le milieu intracellulaire illustre bien le phénomene d’adaptation
nutritionnel que réalise la bactérie dans le cadre d’une infection.

La délétion du second transporteur, IleP, entraine un défaut de croissance en milieu minimum,
réversible par ajout de thréonine, un précurseur métabolique de I’isoleucine chez F. tularensis
subsp. novicida. Des expériences d’incorporation d’isoleucine marquée ont permis de mettre
en évidence la fonction de transporteur d’isoleucine de la protéine IleP. La délétion du géne
codant pour IleP entraine également un défaut de multiplication in vitro, associé¢ a un léger
retard de sortie du phagosome ainsi qu’une atténuation importante de la virulence chez la
souris. Ce transporteur assure donc la captation de I’isoleucine dans des conditions ou
I’utilisation de la thréonine, ne permet pas d’assouvir les besoins de la bactérie. De fagon
remarquable, la voie de biosyntheése de 1’isoleucine via la thréonine est interrompue chez les
sous-especes fularensis et holarctica. La croissance de ces sous especes, plus virulentes que
novicida, dans la cellule infectée devient donc strictement dépendante du transport de
I’isoleucine par IleP. Cet exemple constitue une parfaite illustration de la spécialisation des
souches pathogénes aux conditions nutritionnelles de leur hote.

En conclusion, I’ensemble des travaux présentés dans cette thése a permis de démontrer la
participation de deux transporteurs d’acides aminés a la virulence nutritionnelle de la bactérie
Francisella.



