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Introduction

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram-négatif, pathogéne et opportuniste,
responsable de nombreuses et séveres infections chez ’homme. Ce micro-organisme, comme la
plupart des organismes vivants, a besoin de fer pour sa croissance ainsi que d’autres métaux
biologiques comme le zinc, le cuivre, le nickel, le manganese, le cobalt, le molybdéne, le vanadium
et bien d’autres.

Lors de cette thése, nous nous sommes intéressés a I’homéostasie des métaux chez cette
bactérie et plus particulicrement a leurs systémes d’acquisition. Bien que tous les métaux
biologiques soient d’une grande importance pour P.aeruginosa, nos recherches se sont focalisées
plus particulierement sur les systémes d’acquisition du fer via les sidérophores pyochéline et
pyoverdine.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, une synthese bibliographique permettra de mieux
connaitre I’organisme étudié (Pseudomonas aeruginosa) et de découvrir I’importance des métaux
chez les micro-organismes ainsi que leurs voies d’acquisition. Il sera ensuite fait un état des lieux
des connaissances sur I’homéostasie du fer chez Pseudomonas aeruginosa ; un accent particulier a
été mis sur les sidérophores produits par cette bactérie, qui ont été au centre de 1’ensemble des
recherches effectuées lors de cette these. Cette syntheése bibliographique n’a pas la prétention d’étre
exhaustive, mais permet de fixer les objectifs et d’analyser les résultats obtenus durant ce travail
dans un cadre scientifique plus général. La deuxieéme partie de ce manuscrit sera consacrée a la
présentation des résultats obtenus durant cette thése et I’ensemble des résultats sera discuté et mis
en perspectives dans une troisieme partie. Enfin, la quatriéme et dernicre partie de ce travail décrira

les méthodes et les protocoles détaillés utilisés tout au long de cette these.






Synthese bibliographique






Chapitre 1

Pseudomonas aeruginosa






Au laboratoire, I’organisme modele est Pseudomonas aeruginosa PAO1 (P. aeruginosa).
C’est un bacille a Gram-négatif, d’une taille d’un micrometre et demi environ, aérobie strict et
mobile grace a un flagelle polaire (Figure 1). Il peut étre retrouvé dans de nombreux milieux aqueux
ainsi que dans divers types de sols. Le génome de P. aeruginosa est I’un des plus grands génomes
bactériens avec 6,3 millions de paires de bases (Stover et al. 2000). La taille du génome résulte
d’une complexité génomique plutét que de duplications de geénes. De plus, le taux en G/C est
d’environ 67 % (ce qui est élevé), ce pourcentage variant généralement entre 25 % et 70 % chez les
bactéries. La taille du génome et le pourcentage ¢élevé en G/C lui sont nécessaires pour pouvoir
coloniser et s’adapter a des environnements changeants, variés et extrémes. Le génome de P.
aeruginosa code pour plus de 520 protéines régulatrices, environ 150 protéines de membrane
externe et environ 300 protéines de membrane interne ce qui est cohérent avec son exposition a
diverses conditions environnementales. Néanmoins, la fonction d’une grande partie des génes n’est
pas encore connue, leur expression se faisant probablement dans des environnements plus

complexes que les conditions de culture en laboratoire (Silby ez al. 2010).

Figure 1 : Pseudomonas aeruginosa.

Image de microscopie €lectronique réalisée sur la plateforme de microscopie ¢lectronique de I'IlGBMC en aott 2014 ;
Grossissement 11 129 fois ; Echelle : 2 um.

La capacité de P. aeruginosa a s’adapter et a survivre dans un grand nombre de niches
écologiques est due au fait que la bactérie est capable de sentir les changements environnementaux

et de s’y adapter. En effet, elle peut identifier un changement de pH, de température, de pression



osmotique ou encore un changement dans la concentration en nutriments. P. aeruginosa peut
supporter des températures allant de 4°C a 42°C (Barbier ef al. 2014) avec une température de
croissance optimale a 37°C (Tsuji et al. 1982). Elle peut survivre a des pH variant de 5,4 a 8,5
(Tsuji et al. 1982). Chez P. aeruginosa, la génération d’énergie est principalement basée sur le
catabolisme oxydatif de substrat carboné. La bactérie est capable d’utiliser de nombreuses sources
de carbone et choisit la source de carbone optimale en cas de mélange de nutriments par répression
contrdlée de certains catabolites (Suh ef al. 2002). La bactérie utilise comme source de carbone ou
d’azote préférentiellement des acides gras ayant de courtes chaines, des acides aminés ou encore
des polyamines (Stanier et al. 1966; Lessie and Neidhardt 1967; Meile et al. 1982; Tricot et al.
1994). En conditions anaérobies, P. aeruginosa est également capable d’utiliser le nitrate comme
source alternative d’accepteur d’électrons (Davies et al. 1989; Zumft 1997). Méme si la bactérie a
un potentiel de survie limité en conditions anaérobies, d’autres voies de fermentation comme
’utilisation d’arginine (Vander Wauven et al. 1984) ou de pyruvate (Eschbach et al. 2004;
Schreiber et al. 2006) ont ét¢ identifides. La bactérie peut également diminuer 1’expression de geénes
non nécessaires pour diminuer le colt énergétique (Behrends er al. 2013). L’ensemble de ces
adaptations est finement régulé ce qui permet a la bactérie de pouvoir croitre dans de nombreuses

conditions environnementales.

1. La vie planctonique

P. aeruginosa peut exister sous différentes formes selon les conditions environnantes. Sa
forme mobile est la forme planctonique, sous laquelle elle possede un flagelle polaire lui permettant
de se déplacer facilement, afin « d’explorer » et de coloniser de nouvelles niches. La forme
planctonique semble étre la forme préférentielle pour les bactéries vivant dans des conditions
pauvres en nutriments ce qui leur permettent de se déplacer plus facilement vers des niches plus
favorables (Madigan et al. 2012). De plus, sous cette forme la bactérie a un métabolisme plus élevé
lui permettant de proliférer plus rapidement et de s’adapter plus spécifiquement aux nouveaux

milieux rencontrés (Lewis 2010; Madigan ef al. 2012; Nagar and Schwarz 2014).

2. Le biofilm
Le biofilm est une forme quasi sessile pendant laquelle la bactérie s’agrége et s’enrobe grace
a la production d’une matrice extracellulaire de polysaccharides, le plus souvent attachée a une
surface (O'Toole et al. 2000). Le mode de vie en biofilm présente un grand nombre d’avantages
pour la bactérie. Quand la bactérie est sous forme de biofilm, elle est plus résistante. En effet, ce
dernier procure une meilleure résistance a des frottements physiques par une matrice extracellulaire
dense. Il procure également une meilleure résistance aux métaux en concentrations toxiques

(Harrison et al. 2007; Workentine et al. 2008), a la phagocytose lors d’infections (Simpson et al.



1993), au systeme immunitaire (Leid ef al. 2005) et aux antibiotiques (Wei and Ma 2013). Dans un
second temps, le biofilm a I’avantage d’étre sessile ce qui permet aux bactéries de rester dans une
niche avantageuse. Le biofilm peut étre formé dans des niches riches en nutriments tels les tissus
animaux ou les surfaces dans des systemes fluidiques ou les nutriments sont abondants et
constamment remplacés comme les perfusions (Madigan ef al. 2012). Le troisieme grand avantage
du biofilm est la cohabitation entre bactéries et la proximité de communication. Cette dernicre
augmente les chances de survie en permettant 1’échange de nutriments et en facilitant 1’échange
génomique (Kuznetsova et al. 2013). Finalement, le mode de vie sous forme de biofilm est
probablement le mode de vie « par défaut » dans la nature (Hall-Stoodley ef al. 2004). Le mode de
vie sous forme planctonique est sans doute la norme pour les bactéries vivant dans des conditions
extrémes (Madigan ef al. 2012).

La formation du biofilm se fait en cinq étapes organisées; (1) DI’attachement réversible, (2)
I’attachement irréversible, (3) 1’étape de maturation précoce, (4) la deuxiéme étape de maturation et

(5) la dispersion (Figure 2).
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Figure 2 : Etapes de maturation du biofilm de P. aeruginosa.

Evolution du biofilm. (I) Attachement réversible a une surface ; (II) Attachement irréversible a la surface ; (IIT) Etape
de maturation précoce ; (IV) Deuxiéme étape de maturation ; (V) Dispersion.

(1) La premicre étape de la formation du biofilm consiste a « sonder » une surface propice
au développement d’un biofilm. Lorsque la bactérie est sous sa forme planctonique, les adhésines

du flagelle et des pili de la bactérie entrent en contact avec la surface. Si les conditions sont



propices au développement du biofilm, la bactérie sécrete des polymeres extracellulaires afin de s’y
attacher irréversiblement. Dans le cas contraire, la bactérie peut se détacher et explorer d’autres
niches biologiques. Le deuxiéme stade de développement du biofilm (étape II dans la Figure 2) est
caractérisé par la perte du flagelle (synonyme de perte de mobilité pour la bactérie). Lors de cette
étape, la bactérie synthétise également des polysaccharides extracellulaires (EPS pour
exopolysaccharides) tel que le Psl (Polysaccharide Synthesis Locus), le Pel (Pellicule) afin de
former la matrice extracellulaire précoce et d’initier la croissance en micro-colonie. Aprés les étapes
d’initiation, les étapes de maturation (étape III et IV dans la Figure 2) se caractérisent
principalement par la forte production d’EPS (avec une surproduction d’alginate), d’ADN
extracellulaire et de protéines extracellulaires (Wei and Ma 2013). Ces différents composants ont de
nombreux rbles dans la formation et le maintien du biofilm (Tableau 1). Les micro-colonies
prennent une forme en « champignon » (Figure 2). Une certaine hétérogénéité se forme dans cette
structure. Les bactéries du fond de la structure ont plus difficilement accés aux nutriments et a
I’oxygeéne. Afin de contrer ce probléme, elles forment des canaux pour faire circuler 1’eau,
I’oxygene et les nutriments ainsi que pour éliminer les déchets métaboliques. Malgré ces canaux, les
bactéries au fond du « champignon » se retrouvent dans des conditions anaérobies (ou du moins
dans un milieu appauvri en oxygene) et ont un métabolisme différent de celles vivant sur le

« champignon ».

EPS Locus Role Références
Psl PA2231- Adhésion initiale (Ma et al. 2007)
PA2245 Structuration précoce du biofilm (Ma et al. 2009)
Signal pro-inflammatoire (Byrd et al. 2009)
Résistance aux antibiotiques (Yang et al. 2011)
Répression des mécanismes de défense de 1’hote (Mishra et al. 2012)
Stimulation de la formation du biofilm (Iric et al. 2012)
Guide d’exploration et de formation de micro-colonie (Zhao et al. 2013)
Pel PA3058- Formation d’une pellicule (Friedman and Kolter 2004)
PA3064 Formation de biofilm sur des surfaces solides (Colvin et al. 2011)
Agrégation des cellules bactériennes (Colvin et al. 2011)
Résistance aux antibiotiques (Vasseur et al. 2005)
Adhésion initiale en absence de pili de type [V
Alginate PA3540- Résistance et défense immunitaire (Leid et al. 2005)
PA3548 Résistance aux antibiotiques et a 1’opsonophagocytose (Simpson et al. 1993)
Séquestration de ROS (Simpson et al. 1989)
Initiation de la mucoidie (Govan and Deretic 1996)
Rétention de I’eau et des nutriments (Sutherland 2001)
ADNe Nutriments (Mulcahy et al. 2010)
Séquestration (Allesen-Holm e al. 2006)




Résistance aux antibiotiques et aux métaux (Mulcahy et al. 2008)

Signal pro-inflammatoire majeur (Fuxman Bass ef al. 2010)

Initiation de la réorganisation du biofilm (Gloag ef al. 2013)
Protéines Flagelle Interaction initiale du contact cellule-surface (O'Toole and Kolter 1998)
extra- Pili Formation de micro-colonies en « champignon » (O'Toole and Kolter 1998)
cellulaires | CdrA Médiateur d’agrégation, augmentant la stabilité¢ du biofilm | (Borlee ez al. 2010)

Cup fimbriae Interaction cell-cell et formation des micro-colonies

(Giraud et al. 2011)

Tableau 1 : Roles des différents constituants extracellulaires du biofilm chez Pseudomonas
aeruginosa (Wei and Ma 2013).

A la fin de la maturation du « champignon » (étape V dans la Figure 2) sur le dessus du
biofilm, une haute mortalité¢ de bactéries est observée. Le biofilm passe dés lors a 1’étape de
dispersion. Les bactéries a 'intérieur du biofilm se détachent et passent en mode dispersif pour

finalement synthétiser de novo un flagelle polaire et explorer de nouvelles niches écologiques.

3. Le mode dispersif

Un troisieme mode de vie a récemment été identifié chez P. aeruginosa correspondant a une
forme intermédiaire. Chua et al. ont démontré que P. aeruginosa peut préexister sous forme de
cellule dispersive, se formant apres la phase de maturation du biofilm. En effet, la bactérie possede
une physiologie différente des deux autres formes. Sous cette forme, les bactéries seraient isolées
mais plus résistantes au systéme immunitaire et moins sensibles a des changements de
concentration en fer. Elles seraient également plus virulentes dans le modele infectieux
Caenorhabditis elegans. Les cellules dispersives sont capables de retourner sous forme de biofilm
ou de se transformer rapidement (en moins de deux heures) en forme planctonique (Sauer et al.

2004; Chua et al. 2014).

4. L’infection

La complexité génomique permet a P. aeruginosa d’étre une bactérie pathogene
opportuniste capable d’infecter un grand nombre d’organismes, tels que des plantes (Rahme et al.
2000), des nématodes (Tan et al. 1999), des insectes (Apidianakis and Rahme 2009), des poissons
(Clatworthy et al. 2009) ainsi que des mammiferes (Snouwaert ef al. 1992). Chez ’homme, elle est
responsable de nombreuses infections graves, principalement chez les patients immunodéprimés et
les patients atteints de la mucoviscidose. Elle peut causer des infections urinaires, oculaires,
cutanées (Iésions de type briilures) et de graves pneumonies (Folkesson et al. 2012). Chez les
patients atteints de mucoviscidose, les infections causées par P. aeuginosa sont ’'une des causes de

mortalité majeure. Lors d’une infection persistante, P. aeruginosa forme un biofilm ce qui la rend



trés résistante aux traitements antibiotiques classiques. De plus, P. aeruginosa, posséde un grand
nombre de mécanismes d’efflux et de chimiotaxie la rendant encore plus résistante aux
antibiotiques.

Les infections aigués par P. aeruginosa sont généralement causées par la bactérie sous
forme planctonique, alors qu’il est communément pensé que les infections chroniques sont causées
par des cellules en biofilm. Les infections nosocomiales peuvent avoir plusieurs causes : des
contaminations directes (peau a peau) ou encore des objets venus de 1’extérieur comme des plantes
ou des fleurs portant la bactérie ; ces derni¢res sont des sources d’infection pouvant étre évitées par
de simples mesures d’hygi¢ne. Cependant, les infections les plus communes sont celles rencontrées
suite a des contaminations de matériels médicaux tels que des perfusions ou des sondes d’intubation
souillées.

Ainsi, quelle que soit la voie d’infection, une fois la bactérie bien installée dans le corps

humain, elle va jouer toutes ses cartes génétiques pour y rester.

4.1 Modéle d’infection

De nombreuses études sur la virulence de P. aeruginosa sont été réalisées, mais pour mener
a bien ces études, 'utilisation de modeles animaux est nécessaire. En raison des limites imposées
par notre éthique scientifique, I’utilisation de modeles mammiferes est restreinte. De ce fait, la
plupart des études de virulence de P. aeruginosa ont été réalisées dans des hdtes non-mammiferes
tels que les insectes (Drosophila melanogaster) (Limmer et al. 2011), les nématodes
(Caenorhabditis elegans) (Tan and Ausubel 2000), les plantes (Arabidopsis thaliana) (Rahme et al.
1997; Rahme et al. 2000) ou encore les amibes (Dictyostelium) (Lima et al. 2011). Concernant les
¢tudes dans des modeles de mammiferes, il existe quelques études avancées de virulence chez la
souris (Lavoie et al. 2011). Néanmoins, les études dans ces différents hotes ont démontré que la
pathogénicité de P. aeruginosa repose sur un grand nombre de génes de virulence souvent exprimés

dans n’importe quel modele d’étude (Alibaud et al. 2008).






Chapitre 2

Les métaux et les micro-organismes






1. Les métaux en biologie

Le terme métal désigne I'un des trois groupes d’¢léments dans le tableau périodique, les
deux autres étant les métalloides et les non métaux. Ce groupe des métaux est constitu¢ des métaux
alcalins, des alcalino-terreux, des métaux de transition, des métaux pauvres ainsi que des
lanthanides et des actinides (Figure 3). Tous les métaux ont la particularité de pouvoir perdre des
¢lectrons et former ainsi des cations. Cette lacune €lectronique leur permet de jouer le role d’acide
de Lewis pour ainsi former des liaisons avec des ligands non-métalliques, ces derniers se
comportant comme des bases de Lewis, en interagissant avec des paires d’électrons libres (Lewis
1923).

Figure 3 : Tableau périodique.

Représentation des groupes d’éléments dans le tableau périodique avec représentation schématique de la série Irving-
Williams pour les métaux de la premiére ligne des métaux de transition. L’état des éléments est représenté selon la
couleur d’écriture : noir — solide; bleu — liquide; rouge — gaz; vert — préparé artificiecllement. Le groupe
d’appartenance des ¢léments est représenté selon la couleur de fond : rouge — métaux alcalins ; brun — alcalino-terreux ;
rose — métaux de transition ; gris — métaux pauvres ; violet — lanthanides ; saumon — actinides ; vert — non métaux ; kaki
— métalloides ; jaune — halogénes et bleu — gaz nobles.

Dans le réegne du vivant, ces interactions entre biomolécules et ions métalliques ont été et
sont essentielles. Il a été estimé qu’un quart a un tiers de toutes les protéines recquierent des métaux
pour leur bon fonctionnement méme si cette proportion peut varier selon le type d’organisme ainsi
que le type cellulaire (Dupont e al. 2006). L’assemblage entre ion métallique et ligand biologique
permet d’obtenir un complexe aux caractéristiques uniques. L’affinité entre un métal et un ligand
dépend des propriétés intrinséques de ces derniers et dépend de la polarisation (rapport

charge/rayon atomique) de 1’ion métallique. Plus il sera polarisé, plus I’interaction avec le ligand



sera forte (Pearson 1966), la polarité augmentant de gauche a droite dans le tableau périodique
(Figure 3). Selon ce concept, les métaux peuvent étre classés en fonction de leurs capacités a former
des complexes stables avec des biomolécules. La série Irving-Williams est une classification
simplifiée pour les ions métalliques de transition prédominants dans la nature (Irving and Williams
1948) en fonction de leurs capacités a former des complexes stables avec des biomolécules.
Mn(IT)<Fe(II)<Co(I)<Ni(II)<Cu(I1)>Zn(II)

Néanmoins, cette classification ne peut a elle seule expliquer toutes les interactions entre métaux et
ligands.

Dans le vivant, les complexes entre biomolécules et métaux ont des rdles déterminants, tant
dans la structuration des protéines en permettant le bon repliement des macromolécules, que dans le
métabolisme, en catalysant des réactions biochimiques. En effet, le potentiel d’oxydo-réduction des
différents métaux joue un réle clé¢ dans de nombreuses réactions. Les ions cuivre et fer par exemple
peuvent exister en nature sous forme réduite (Cu'/Fe*") et oxydée (Cu®/Fe*") ce qui leur permet

d’étre impliqués dans de multiples mécanismes biologiques.

2. Les métaux biologiques chez les bactéries

Depuis I’apparition de la vie il y a environ 4 milliards d’années, les micro-organismes ont eu
recours aux métaux pour assurer les mécanismes cruciaux nécessaires a leur survie. Ils ont été
confrontés a d’innombrables changements environnementaux et ont di constamment s’adapter a
leur environnement. L’apparition de la photosynthése, il y a environ 3 millions d’années et ainsi
I’augmentation accrue du taux de dioxygene a été une des plus grandes catastrophes écologiques.
Cette augmentation en dioxygene, d’abord dissous dans les océans puis relaché progressivement
dans I’atmosphere, a entrainé 1’oxydation de I’environnement qui jusque la était fortement réducteur
(Madigan et al. 2012). Ce changement drastique n’a pas seulement fait varier le taux d’oxygeéne
mais aussi la biodisponibilité d’un grand nombre d’éléments, notamment celle du fer et du cuivre.
Le fer étant soluble sous forme réduite et trés pauvrement soluble sous forme oxydée, il est devenu
difficilement accessible des I’apparition de I’oxygene provoquant une carence en fer dans une
grande partie des milieux naturels. L’oxydation du cuivre, quant a lui, 1’a rendu soluble et ainsi bio-
accessible donc utilisable par les micro-organismes. Ces derniers ont ainsi dii s’adapter a ce
changement en mettant en place des systemes d’acquisition du fer trés efficaces, en utilisant le
cuivre comme bioélément. L’utilisation des métaux a donc été fortement influencée par la
biodisponibilité de ces derniers. Malgré les avancées des études dans ce domaine, la spéciation des
métaux dans les cellules selon les différents milieux que peuvent rencontrer les micro-organismes
reste mal connue. Quelques données permettent néanmoins d’avoir un aper¢u de la complexité du
phénomene. Des quantifications de métaux dans les bactéries, poussées en conditions de culture de

laboratoire ont été réalisées et confrontées aux concentrations connues de métaux dans un milieu



naturel. On peut classer les métaux en quatre groupes d’éléments ; les métaux majeurs, les éléments

traces, les éléments essentiellement toxiques et les éléments uniquement toxiques (Tableau 2).

Ton Concentration | Concentration dans CMI
métallique | dans I'eau de mer E. coli

Mn?* 36,4 nM 1,7 uM 20 mM
Fe*'/Fe** 179 nM 180 uM > 50 mM (FellI)
Co* 4,58 nM 0,5 uM | mM

Ni** 92,0 nM 5 uM 1| mM
Cu**/Cu* 47,2 nM 18 uM 1 mM
Zn* 153 nM 270 uM 1 mM
Mo®* 104 nM 8 uM >50 mM
W 544 pM n.d. > 50 mM

Tableau 2 : Teneurs en métal d'une bactérie.

Représentation des concentrations des éléments majeurs (en vert), éléments traces (en jaune), éléments essentiellement
toxiques (en orange) et des éléments uniquement toxiques (en rouge). Dans la derniére colonne sont notées les valeurs
de CMI (Concentration Minimale d’Inhibition) pour chaque élément chez E. coli. Selon (Nies and Silver 2007) &
(Outten and O'Halloran 2001).

I1 est généralement admis que les métaux biologiques les plus abondants sont : Na, Mg, K et
Ca. De plus, la plupart des métaux de transition de la premicre ligne dans le tableau périodique (V,
Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn) font partie des métaux biologiques ainsi que le molybdéne (Mo) et le
tungstene (W). Chaque métal biologique joue un rdle différent. Le magnésium trouvé a des
concentrations tres élevées dans les cellules est généralement associ€ a des fonctions de stabilisation
des macromolécules et des membranes (Groisman ef al. 2013). Le fer, métal de transition le plus
utilisé, est impliqué, de par sa capacité a exister sous deux formes d’oxydation (Fe** et Fe*") dans le

transfert d’électrons et le métabolisme de 1’oxygene (Andrews et al. 2003). Le fer est également tres



présent en tant que clusters fer-soufre dans diverses métalloprotéines telles que les ferrédoxines, des
déshydrogénases et des nitrogénases (Lill 2009). Le zinc peut préexister sous un seul stade
d’oxydation (Zn*") en solution et n’est donc pas utilisé pour le transfert d’électrons. Il est plutot
utilis€¢ dans la structuration des protéines, comme dans les doigts de zinc ou peut jouer le role
d’acide de Lewis dans les sites catalytiques (Porcheron ef al. 2013). Les autres métaux ne
représentent qu’environ 30 % des métaux trouvés dans toutes les métalloprotéines. Le cobalt est
principalement présent dans la vitamine Bi,, (Moore ef al. 2014) alors que le nickel est nécessaire
dans des enzymes tels que les hydrogénases, I’uréase ou quelques superoxyde-dismutases (Ge ef al.
2013). Le manganese est un cofacteur de certaines superoxyde-dismutases (Lisher and Giedroc
2013) et le molybdene est un cofacteur d’un complexe impliqué dans des oxydases de sulfites, des
nitrogénases ainsi que des réductases de nitrates (Iobbi-Nivol and Leimkuhler 2013). Le cuivre est
quant a lui utilis€é dans des oxydases de cytochrome ainsi que dans de nombreuses enzymes
périplasmiques chez les bactéries (Hodgkinson and Petris 2012). Le vanadium ainsi que le
tungsténe peuvent étre retrouvés dans certains micro-organismes et peuvent remplacer le
molybdéne respectivement dans des nitrogénases et des oxydoréductases. Il a aussi été rapporté que
certaines rares protéines peuvent utiliser des métaux toxiques comme cofacteurs tels que le plomb,
le titane ou encore I’uranium (Cvetkovic et al. 2010). Certaines protéines peuvent ¢galement
nécessiter plusieurs métaux pour leur bon fonctionnement (Waldron and Robinson 2009; Porcheron

et al. 2013).

3. Le transport des métaux chez les bactéries

En vue de cette large utilisation des métaux, les bactéries ont di développer une grande
variété d’importeurs afin de subvenir aux différents besoins en métaux. Chez les bactéries a Gram
négatif, les métaux bio-disponibles diffusent principalement a travers la membrane externe grace a
des porines ayant une faible sélectivité¢ (Manara et al. 2012). En cas de faible biodisponibilité du
métal, comme pour le fer par exemple, les bactéries ont développé des transporteurs de membrane
externe hautement spécifiques, couplés a une machinerie énergétique localisée dans la membrane
interne, permettant I’import du fer (Schalk ez al. 2011). Pour traverser la membrane cytoplasmique,
les bactéries utilisent principalement des transporteurs ABC (ATP-binding cassette). Ainsi, le
magnésium, le fer, le manganése, le nickel et le zinc passent la membrane cytoplasmique chez les
Gram négatives et chez les Gram positives grace aux transporteurs ABC, aidés pour les Gram
négatives par des protéines chaperonnes périplasmiques (ter Beek er al. 2014). Le cuivre, quant a
lui, est importé via des ATPases de type P, possédant un site de liaison du métal au niveau du
cytoplasme, afin de limiter la diffusion libre du cuivre dans le cytosol (Porcheron et al. 2013)

(Figure 4).
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Figure 4 : Systéme de transport des métaux chez Escherichia coli (Waldron and Robinson
2009) .

E. coli possede un grand nombre de transporteurs pour les différents métaux. CDF, Cation Diffusion Facilitator ; Cir,
Colicin I receptor ; CusA-C, Copper-sensitive operon ; EfeU, Elemental ferrous iron Uptake ; Feo, Ferrous iron-uptake
system ; Fep, Ferric enterobactin-transporting protein ; Fiu, Ferric iron uptake ; NRAMP, Natural Resistance Associated
with Macrophage Protein ; RND, Resistance and NoDulation ; ZIP Zrt/Irt-like Protein ; Znu, Zinc uptake ; ZupT, Zinc-
uptake Transporter.

L’import des métaux chez Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est une bactérie trés étudiée sous un grand nombre d’aspects, mais peu
d’études sur les systemes d’acquisition des métaux ont été réalisées. A ce jour, aucune expérience
n’a identifi¢ précisément les métaux dont P. aeruginosa a besoin pour sa survie. Il est
communément admis que cette derniére se comporte comme E. coli, qui est beaucoup plus étudiée.
En 2001, Outten et O’Halloran ont réalisé une étude portant sur le contenu en métal d’ E.coli,
identifiant ainsi tous les métaux utilisés par la bactérie en conditions de culture de laboratoire
(Outten and O'Halloran 2001). Parmi les métaux de transition, le fer, le zinc et le cuivre
représentent les trois éléments majeurs. En plus de ces trois métaux, le vanadium, le chrome, le
manganese, le cobalt, le nickel et le molybdéne ont été détectés. En plus des métaux de transition, le
magnésium, le potassium et le calcium ont été dosés.
A partir de cette étude, on peut donc conclure qu’il existe des systémes d’acquisition pour chacun
de ces éléments chez E. coli et par extrapolation également chez P. aeruginosa (Figure 5). L’ import
a travers la membrane externe se fait pour la plupart des métaux par diffusion passive via des

porines. Selon la Pseudomonas Genome Database (www.pseudomonas.com) il existe 18 porines

différentes identifiées chez P. aeruginosa dont certaines laissent passer des métaux. (Duchesne et



al. 2013). En effet, il a ét¢ montré que le magnésium et le fer pouvaient passer a travers la porine

OprQ. L’ajout de FeCl; diminuait I’expression de la porine (Arhin and Boucher 2010).

- Le Magnésium
Le magnésium pourrait diffuser a travers la porine OprQ pour entrer dans le périplasme (Arhin and
Boucher 2010) ou il serait pris en charge par un des trois systémes d’acquisition identifié chez P.
aeruginosa. En effet, le magnésium passe du périplasme au cytoplasme soit par le transporteur ABC
de type-P2 MgtA homologue a celui identifié chez E.coli (Wang et al. 2014) soit par un des deux
canaux métalliques MgtE ou CorA (Payandeh et al. 2013; Coffey et al. 2014; Takeda et al. 2014) .

- Le Vanadium
En ce qui concerne I’import de vanadium, trés peu d’études ont été réalisées. Seul Baysse et al.
suggerent que le vanadium pourrait étre importé via la pyochéline, sidérophore produit par P.
aeruginosa, mais qu’il doit probablement exister une autre voie d’acquisition (Baysse et al. 2000).

- Le Chrome
Aucun systéme d’acquisition n’a été identifié chez P. aeruginosa.

- Le Manganése
L’import du manganese a travers la membrane interne peut se faire chez P. aeruginosa grace au
canal métallique MgtE (Coffey et al. 2014).

- Le Fer
L’acquisition du fer (sujet de mes travaux de these) a été largement étudiée et sera détaillée ci-
dessous.

- Le Cobalt et le Nickel
L’import du cobalt et du nickel a travers la membrane interne peut se faire grace au canal
métallique CorA (Tripathi and Srivastava 2006; Guskov and Eshaghi 2012).

- Le Cuivre
Chez P. aeruginosa, la diffusion du cuivre a travers la membrane externe a lieu grace a la porine
OprC. (Yoneyama and Nakae 1996) et a travers la membrane interne grace au transporteur ABC de
type-P HmtA. (Lewinson et al. 2009).

- Le Zinc
En ce qui concerne I'import du zinc a travers la membrane interne, des études ont mis en avant
I’action d’un transporteur ABC, ZnuABC pour (ZiNc Uptake) qui serait sous la régulation de Zur
(Ellison et al. 2013), une protéine cytoplasmique capable de lier le Zn présent dans le cytoplasme.
Lorsque Zur détecte une forte concentration de Zn, le complexe Zur-Zn inhibe la transcription de
znuABC. Le transport via ZnuABC est composé d’une protéine périplasmique ZnuA, d’une

perméase ZnuB et de I’ATPase ZnuC (Patzer and Hantke 1998). En plus de ce systeme spécifique,



le transporteur ABC de type-P HmtA (pour Heavy metal transporter A) a été identifié pour
transporter le zinc a travers la membrane cytoplasmique (Lewinson ef al. 2009). A ce jour, aucun
autre systéme d’acquisition du zinc n’a été identifié chez P. aeruginosa.

- Le Molybdéne
L’acquisition du molybdene se fait grace au cluster ModABC. ModA, une protéine périplasmique

de liaison, lie le molybdene ou le molybdate et le délivre au transporteur ABC ModBC. Ce dernier

est composé de ModB qui est la partie transmembranaire et ModC la partie ATPase cytoplasmique

(Pederick et al. 2014).
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Figure S : Systéme d’acquisition des métaux chez P. aeruginosa

Les métaux passent la membrane externe principalement via des porines et diffusent ainsi dans le périplasme dans
lequel ils sont pris en charge par des transporteurs spécifiques, le plus souvent des transporteurs ABC. Certains métaux
sont complexés a des métabolites secondaires et sont ainsi transportés a I’intérieur de la bactérie tandis que pour
d’autres métaux, des protéines de liaison périplasmiques s’assurent de la liaison du métal afin d’assurer le transport vers
la membrane interne.

4. La résistance aux métaux
Les métaux biologiques sont essentiels a la vie des micro-organismes, mais a fortes
concentrations, ils deviennent toxiques. Pour contréler ’entrée des métaux biologiques et éviter
I’entrée de métaux abiotiques, les bactéries ont dii développer des systemes de résistance. Sept

grands principes de résistance ont été identifiés chez les bactéries (Silver and Phung 1996; Lemire



et al. 2013). En exces de métal, la bactérie peut diminuer I’expression des protéines impliquées dans
I’import et ainsi réduire I’acquisition des métaux (Ma et al. 2009) ou augmenter I’expression des
pompes a efflux (Nies 1999; Nies 2003) et de ce fait activer I’expulsion des contaminants. En exces
de métaux toxiques, certains micro-organismes sont capables de synthétiser des polymeres a la
surface de la paroi bactérienne, formant ainsi un biofilm mono- ou multi-espece, pouvant piéger le
métal et réduire son acquisition (Harrison ef al. 2007). Des données récentes montrent également
que les sidérophores produits par les micro-organismes pour acquérir le fer jouent un role non
négligeable dans la résistance aux métaux chez les bactéries. Les sidérophores séquestrent les
métaux et diminuent ainsi leurs diffusions via les porines dans les cellules bactériennes (Braud et
al. 2009; Schalk et al. 2011; Chaturvedi et al. 2012; Hannauer et al. 2012). Alors que les
mécanismes biochimiques ne sont pas connus, de nombreux micro-organismes peuvent aussi
précipiter des métaux toxiques au niveau de la membrane cytoplasmique en tant qu’oxydes ou
sulfures métalliques (Zannoni ef al. 2008). Une autre stratégie de résistance consiste a utiliser des
protéines de stockage, permettant d’une part de chélater le métal pour ainsi diminuer sa toxicité et
permettant d’autre part de stocker le métal en cas de carence (Carrondo 2003). Une dernicre
stratégie consiste a modifier chimiquement le potentiel redox du métal le rendant ainsi moins
toxique (Silver and Phung 1996). Enfin, si le métal contaminant altére des protéines ou d’autres
complexes au sein de la bactérie, celle-ci peut répondre par une surexpression de protéines
réparatrices (Harrison et al. 2009) ou en court-circuitant les étapes métaboliques nécessitant la
protéine altérée en exprimant d’autres protéines moins sensibles aux métaux (Lemire e al. 2010)

(Figure 6).
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Figure 6 : Les différentes stratégies pour résister aux métaux toxiques.
Les bactéries ont plusieurs fagons de se défendre face a un exces de métaux en quantité toxique (Lemire ez al. 2013).
5. La régulation de I’homéostasie des métaux chez les bactéries

Tout cet ensemble doit étre finement régulé pour que les bactéries conservent la bonne
concentration en métaux. En effet, afin de controler les quantités de métaux importées et exportées,
les bactéries ont développé des régulateurs spécifiques aux différents métaux contrélant
I’expression des génes codant pour des transporteurs de métaux ou des systeémes impliqués dans la
résistance aux métaux (Waldron et al. 2009). Sept familles de régulateurs cytoplasmiques de haute
affinité et intervenant dans la régulation de la concentration des métaux ont été identifiées dans
différentes bactéries (Giedroc and Arunkumar 2007; Braymer and Giedroc 2014). La publication
des différentes structures cristallographiques de ces familles de régulateurs transcriptionnels a
permis d’une part de les classer selon leurs structures et d’autre part de mieux comprendre leurs
fonctions. Parmi ces sept familles, quatre familles de régulateurs transcriptionnels sont impliquées
dans I’homéostasie des métaux en induisant 1’expression des genes impliqués dans la détoxification,
le stockage et I’efflux des métaux. En effet, pour les familles de régulateurs ArsR (impliqué dans la
régulation de : Co, Ni, Cu, Zn, Ag, Cd, Hg, Pb, As, Sb et Bi), CsoR (Ni et Cu) et CopY (Cu), la
liaison du métal sur le répresseur a pour conséquence d’inhiber I’interaction du répresseur avec

I’ADN, permettant ainsi de libérer 1’acces a la région promotrice. Pour la famille de régulateur



MerR (Cu, Zn, Ag, Cd, Au, Hg et Pb), la liaison du métal sur la protéine régulatrice, également liée
a ’ADN, engendre un changement de conformation rendant la région promotrice accessible. Pour
ces quatre familles de régulateurs transcriptionnels, le métal joue le role de dé-répresseur. Les trois
autres familles, Fur (Mn, Fe, Ni et Zn), DtxR (Mn et Fe) et NikR (Ni), jouent le role de répresseurs
en inhibant I’expression des genes impliqués dans [’acquisition des métaux. En effet, la liaison du
métal induit un changement conformationel de la protéine régulatrice qui va se lier a une région
promotrice de I’ADN et inhiber ainsi I’expression des génes. Dans ce cas, le métal joue le role de
co-répresseur. Ces trois dernieres familles sont spécifiques aux métaux biologiques alors que les
quatre autres familles sont aussi capables de lier et de senser des métaux non biologiques (Giedroc
and Arunkumar 2007).

De plus, il existe plusieurs régulateurs de métaux a deux composants, tel que PhoP/PhoQ
impliqué dans ’homéostasie du Ca et du Mg (Waldron and Robinson 2009). PhoQ agit en tant que
protéine kinase associée a la membrane cytoplasmique qui, en faible concentration de magnésium
périplasmique, s’auto-phosphoryle et active PhoP. PhoP agit en tant qu’activateur des génes PAG
(PhoP-activated genes) ainsi qu’en tant que répresseur des génes PRG (PhoP-repressed genes). En
revanche, en concentration de magnésium périplasmique élevée, PhoQ inhibe PhoP résultant dans la
répression des genes PAG et peut-&tre dans I’activation des geénes PRG (Kato ef al. 1999).

Des régulateurs spécifiques tels que IscR, qui régule 1’état des clusters fer-soufre (Lemire et
al. 2013) ont également été identifiés. Enfin, de petits ARN régulateurs impliqués dans la régulation
du fer ont également été identifiés récemment (Waldron and Robinson 2009; Oglesby-Sherrouse

and Murphy 2013) (Figure 7).
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Figure 7: Senseurs de métaux chez Escherichia coli (Waldron and Robinson 2009)

Afin de réguler les taux de métaux dans la bactérie, E. coli posséde différents régulateurs. Les fleches indiquent le mode
d’action des régulateurs : fleche pointant vers I’ADN, co-répression ; fleche partant de I’ADN, dé-répression ; autour de
I’ADN (twist), changement conformationel. La couleur de la protéine indique la famille du régulateur : MerR (bleu),
ArsR-SmtB (rose), Fur (rouge), Régulateur a deux composés (bleu ciel), DtxR (vert), CsoR-RcnR (orange), NikR (gris)
et ModE (violet). RyhB est un ARN régulateur sous le contrdle de Fur. K indique I’affinité pour le métal.

Quel que soit le métal (essentiel ou non), la bactérie a dii trouver un moyen de réguler

finement sa concentration intracellulaire afin de trouver le bon équilibre entre besoin et toxicité.



Chapitre 3

Le Fer et Pseudomonas aeruginosa






Durant cette these, nous nous sommes intéressés a I’ensemble des métaux biologiques, mais
une attention plus particuliére a été apportée au fer. Le fer, 4™ ¢lément le plus abondant sur la
crolite terrestre, peut exister sous forme réduite (Fe*', fer ferreux) et sous forme oxydée (Fe*', fer
ferrique). A pH physiologique et en conditions oxydantes le fer ferrique prédomine. Cette forme est
peu soluble, elle précipite et devient ainsi tres faiblement biodisponible avec une concentration de
fer libre d’environ 10® M en solution. Malgré sa faible biodisponibilité en conditions aérobies, le
fer est un élément essentiel a la vie pour la quasi-totalité des organismes. Ce role essentiel dans les
mécanismes biologiques a son origine dans (i) la grande biodisponibilité de ce métal aux premiers
stades de 1’évolution de la vie (avant I’apparition de la photosynthése), (ii) sa capacité a lier des
ligands dans différentes orientations et (iii) sa capacité a transférer des électrons. Par exemple, le fer
est impliqué dans le transport d’électrons dans la chaine respiratoire, il est un cofacteur des enzymes
impliquées dans la synthese, la transcription et la réparation de I’ADN, il est également nécessaire
dans la phosphorylation oxydative, le transport et le stockage de I’oxygene et la photosynthese. Au
vu de I'importance du fer dans les processus biologiques, les micro-organismes ont besoin de ce
nutriment précieux peu importe les conditions de croissance. Les sources de fer accessible aux
micro-organismes sont variées, allant du fer cristallin jusqu’au fer complexé a des biomolécules.

Bien qu’essentiel, le fer peut étre toxique a de fortes concentrations. En effet, le fer peut
engendrer des radicaux libres via la réaction de Fenton. En effet, le Fe(Il) peut produire des especes
réactives de I’oxygene (ROS) telles que le superoxide (O), le peroxyde d’hydrogene (H,O,) et des
radicaux d’hydroxyle (*OH) hautement mutageénes. Pour cela, la bactérie doit d’une part controler
constamment la concentration de fer intracellulaire et d’autre part éviter le fer libre dans la bactérie

en le liant a des protéines de stockage (Cornelis et al. 2011).
Les sources de fer

1.1 Le fer minéral

La dégradation de la roche mére est a I’origine des minéraux dans les sols. Les processus
d’altération des minéraux primaires, aussi appelée pédogenese, forment les minéraux secondaires,
accessibles aux micro-organismes (Bockheim and Gennadiyev 2000). Les minéraux secondaires
sont constitués essentiellement des argiles, des oxy- hydroxydes de fer, d’aluminium et de
manganese, des carbonates, des sulfates, des sulfures, des chlorures et des phosphates.

Les argiles sont des composés naturels sous forme de grains de 1’ordre du micromeétre
caractérisés par des propriétés spécifiques : surface et structure spécifiques, capacité d’absorption
de I’eau et de gonflement et multiples possibilités d’échanges ioniques (capacité a lier des cations
tels que le fer) (Bailey 1980). Les oxy-hydroxydes de fer peuvent préexister sous forme amorphe et

cristalline et constituent de par leur structure une source de fer plus accessible aux micro-



organismes. Enfin, les carbonates (R*'COs%), les sulfates (R**SO,%), les sulfures (R*'S%), les
chlorures (R*2CI) et les phosphates (R**HPO,*) représentent la source de fer minéral la plus

bioaccessible dans les sols. (R* : ion métallique tels que les ions Ca, Mg, Fe, Pb, Zn, Cu).

1.2 Le fer libre
Par le fait que le fer précipite sous forme d’hydroxyde ferrique en conditions oxydatives et a
pH neutre, le fer ferrique libre et soluble reste une source trés restreinte ; sa concentration dans les
milieux aqueux tels les océans, varie entre 0,2 et 2 nM. Ce fer (III) libre et soluble provient
essentiellement de la solubilisation des minéraux secondaires et des poussieres (Conway and John
2014). En revanche, le fer ferreux est plus soluble et peut étre plus facilement incorporé par les

micro-organismes (Weber et al. 2006).

1.3 Les sources de fer chez ’hote
Lors d’une infection d’un mammifére par un micro-organisme, une rude bataille autour du
fer se déclenche. Les sources de fer disponible chez 1I’hote sont variées et les bactéries ont donc di
développer des systemes d’acquisition efficaces pouvant concurrencer les systeémes de 1’hote pour

I’acquisition du fer (Figure 21).

1.4 L’héme et les hémoprotéines
L’héme est une biomolécule de 616 Da qui associe une protoporphyrine et un atome de fer
(Fe*") (Figure 8). Approximativement 70 % du fer dans le corps humain est 1ié a I’héme. Ce dernier
peut étre synthétisé dans la plupart des cellules mais est principalement présent dans les
érythrocytes et hépatocytes (Hamza and Dailey 2012). L’heme est une molécule essentielle, mais a
forte concentration elle peut étre cytotoxique, c’est pour cela que 95 % de I’héme est lié¢ a des

hémoprotéines.



Figure 8 : Héme en complexe avec un atome de fer ferreux

- L’hémoglobine
La majeure partie de ’héme est associée a I’hémoglobine qui est principalement présente dans les
érythrocytes. L’hémoglobine joue un role essentiel dans le transport de 1’oxygene depuis les
poumons vers les tissus et dans 1’évacuation du dioxyde de carbone des tissus vers les poumons. Ce
tétramére de 80 kDa peut lier quatre molécules d’héme avec une affinité de I’ordre de 10-"°M
(Genco and Dixon 2001). L’hémoglobine peut préexister sous trois formes différentes : la
methémoglobine (héme-Fe**) (forme incapable de transporter 1’oxygéne,
1-2 %), la désoxyhémoglobine (héme-Fe®") et I’oxyhémoglobine (héme-Fe**-0,).

- L’hémopexine
L’hémopexine est une glycoprotéine d’environ 60 kDa avec une haute affinité pour I’héme (107"
M). Cette protéine est présente dans le plasma afin de prendre directement en charge 1’héme libéré
suite a la lyse des érythrocytes. L’hémopexine a donc un rdle protecteur contre le stress oxydatif.
Une fois en complexe avec 1’héme, le duo hémopexine-héme est dirigé vers le foie pour y étre
recyclé (Wandersman and Delepelaire 2004).

- L’haptoglobine
L’haptoglobine est une glycoprotéine de 86 kDa assemblée en dimere liant I’hémoglobine libérée
lors de I’hémolyse avec une affinité de ’ordre de 10> M (Andersen et al. 2012).

- L’albumine
Représentant la protéine la plus abondante dans le sérum (60 % des protéines), I’albumine est une
protéine globulaire monomérique de 68 kDa. Elle peut lier ’héme avec une affinité de
10* M (Hrkal and Klementova 1984).

- Les autres hémoprotéines



Les hémoprotéines jouent un role important chez les mammiferes et chez les plantes ; il en existe un
grand nombre comme certaines peroxidases, le cytochrome b, la myoglobine, la cytoglobine ou la

neuroglobine.

1.5 Les protéines non hémiques

Seulement environ 3 % du fer humain est lié¢ a des protéines n’utilisant pas 1’héme, telles que la
transferrine et la lactoferrine (Winter ef al. 2014). Néanmoins, méme ces faibles ressources de fer
sont exploitées par les micro-organismes afin de subvenir a leurs besoins en fer.

- La transferrine
La transferrine est une glycoprotéine de 76 kDa présente principalement dans le sérum. (Winter et
al. 2014). Chaque molécule de transferrine lie deux atomes de fer et est responsable du transport du
fer depuis I’intestin vers les organes de 1’hote (Drakesmith and Prentice 2008).

- La lactoferrine
La lactoferrine est une glycoprotéine de 80 kDa appartenant a la famille de la transferrine liant le fer
non hémique. C’est une protéine qui se trouve dans la lymphe et les muqueuses, avec un role
important dans la premiere ligne de défense de 1’hdte contre les infections (Ward et al. 2002). En
effet, des actions antivirales, antifongiques et antibactériennes ont été identifiées dans différents
endroits du corps humain comme la peau, dans la sueur, dans la salive ou encore dans les
muqueuses intestinales (Farnaud and Evans 2003; Artym 2010; Park ez al. 2011).

- Les ferritines
Les ferritines sont des protéines de stockage du fer existant chez I’ensemble des organismes
utilisant le fer. Chez les bactéries, les ferritines ou bactérioferritines sont également capables de lier
I’héme et de stocker ainsi le fer (Laghaei er al. 2014). Les ferritines de I’hdte sont responsable du
stockage du fer dans les tissus et peuvent lier le fer en cas de surcharge, ayant ainsi un role
antioxydant (Cohen-Solal et al. 2014). Les ferritines et bactérioferritines sont capables de lier
jusqu’a 4 500 atomes de fer par molécule. Chez I’homme, 25 % du fer est lié¢ a des protéines de

stockage du fer ce qui représente une réserve de fer non fonctionnel (Winter ez al. 2014).

- Les autres sources de fer chez I’hote

La concentration de fer libre est estimée a environ 10'*M en raison de sa faible solubilité.
Chez I’hote, le fer est essentiellement lié a des protéines séquestrant le fer comme 1’héme, la
lactoferrine, la transferrine ou les ferritines (25 % est stocké dans des ferritines ou d’autres protéines
de stockage (Winter et al. 2014)). De ce fait, la concentration en fer libre dans les fluides de
I’organisme de 1’hote, biodisponible pour un pathogéne durant I’infection est estimée a environ 107

M.



Le citrate est un métabolite du cycle de Krebs produit par la citratase pouvant chélater le fer
ferrique avec une stoechiométrie 2:1 et représente une ressource de fer non négligeable pour les

micro-organismes.

2. L’acquisition du fer par les sidérophores chez les bactéries Gram négatives

Vu I’importance du fer et sa faible biodisponibilité en conditions oxydantes, (allant de 10°M
jusqu’a 10" M chez I’héte), les micro-organismes ont dd trouver un moyen efficace pour subvenir
a leurs besoins en fer, (concentration de 10° M nécessaire pour une croissance optimale). Les
bactéries (Schalk and Guillon 2013) et d’autres organismes tels que certaines plantes (Higuchi et al.
2014) et certains champignons (Ecker ef al. 1982) ont développé un moyen treés efficace afin de
subvenir a leurs besoins en fer dans toutes les conditions qu’elles rencontrent. Cette stratégie
consiste a synthétiser et sécréter de petites molécules organiques (PM < 2 500 Da) appelées
sidérophores. Ces composés sont synthétisés a 1’intérieur des cellules bactériennes et sécrétés dans
I’environnement de la bactérie ou ils vont chélater le fer. Les sidérophores sont capables de chélater
le fer (II) avec une trés forte affinité pouvant aller jusqu’a 10**M™ pour I’entérobactine par
exemple (Loomis and Raymond 1991). En revanche, I’affinité des sidérophores pour le fer (II) est
nettement plus faible. Il a également ét¢ démontré que les sidérophores peuvent chélater d’autres
métaux que le fer. En effet, la pyoverdine par exemple peut chélater des métaux tels que Ag, Al,
Cd, Co, Cr, Cu, Eu, Fe, Ga, Hg, Mn, Pb, Sn, Tb, T, Ni et Zn (Braud ef al. 2009; Schalk et al. 2011;
Hannauer et al. 2012).

Plus de 500 sidérophores de structures chimiques différentes ont été identifiés a ce jour
(Hider and Kong 2010). Les sidérophores ont été classés en quatre groupes selon les fonctions
chélatrices : les sidérophores a groupements catécholate, phénolate, carboxylate, hydroxamate et se
rajoutent les sidérophores mixed (possédant plusieurs groupements) (Figure 9A). Etant donné que le
fer forme préférentiellement un complexe hexacoordiné, certains sidérophores possedent trois
dentates pour la coordination du métal. Lorsque les sidérophores n’ont que deux ou un dentate, ils

chélatent le fer avec une stoechiométrie de deux ou trois sidérophores pour un ion ferrique.
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Figure 9: Exemples de sidérophores et structure générale de leurs transporteurs de

membrane externe (Noinaj ez al. 2010; Schalk and Guillon 2013).

(A) Les sidérophores sont variés et peuvent avoir soit un type de groupement chélateur soit un mix de groupements. Les
fonctions chélatrices sont en couleur sur chaque sidérophore. (B) Structure de FhuA avec son ligand ferrichrome.

Les sidérophores sont généralement synthétisés dans la cellule bactérienne par voie
enzymatique, puis excrétés dans I’environnement du micro-organisme par des transporteurs ABC
ou des pompes a efflux. Aprés chélation du fer, le complexe sidérophore-fer est ensuite reconnu a la

surface de la bactérie par des transporteurs TonB-dépendant (TBDT) enchassés dans la membrane



externe, qui ont tous la méme structure générale. Ces TBDT sont composés en C-terminal d’un
large tonneau 3 (22 brins B antiparalleles) permettant 1’insertion dans la membrane, d’un bouchon
(domaine globulaire formé de 4 feuillets ) qui obture le pore du tonneau, d’une région de cinq ou
six résidus appelés boite TonB et pour certains d’un domaine de signalisation en N-terminal
interagissant avec un régulateur sigma (Noinaj et al. 2010; Schalk ef al. 2012). Le site de liaison du
sidérophore-ferrique se trouve sur la partie extracellulaire du transporteur et est compos¢ de résidus
appartenant au bouchon et au tonneau (Cornelis and Bodilis 2009; Schalk ef al. 2012) (Figure 9B).

Ces TBDTs ont la particularité¢ d’effectuer un transport énergie-dépendant. En effet, les
TBDTs localisés dans la membrane externe sont activés par un complexe protéique localisé dans la
membrane interne et appelé la machinerie TonB, qui est elle-méme activée par le gradient de
protons de la membrane interne (Sauter et al. 2003). La machinerie TonB est composée de trois
protéines : TonB, ExbB et ExbD (Sauter ef al. 2003). Elle interagirait avec une stoechiométrie de 2
TonB, 4 ExbB et 14 ExbD et est localisée dans la membrane interne (Sauter er al. 2003). Cette
machinerie via une interaction avec la boite TonB du transporteur, fournit a ce dernier 1’énergie
nécessaire pour la translocation du complexe sidérophore-fer a travers la membrane externe
(Cornelis et al. 2009; Llamas et al. 2014). Le mécanisme moléculaire impliqué dans ce transfert
d’énergie de la membrane interne a une protéine de membrane externe reste encore méconnu, mais
il a été suggéré que grace au gradient de protons la protéine TonB subirait un changement de
conformation lui permettant d’interagir avec la boite TonB du transporteur permettant ainsi la
formation d’un canal dans le transporteur (Ferguson and Deisenhofer 2004). Le mécanisme de
formation de ce canal reste également méconnu. Il a été proposé qu’il y aurait un basculement du
bouchon vers le périplasme ou un déroulement plus ou moins total du bouchon dans le périplasme
(Chakraborty et al. 2007). Chez P. aeruginosa, trois protéines TonB ont été identifiées, TonB1,
TonB2 et TonB3. Seul TonB1 serait impliqué dans le transport du fer via les sidérophores
pyoverdine et pyochéline (Zhao and Poole 2002; Adams et al. 2006; Shirley and Lamont 2009).

Ces TBDTs sont hautement spécifiques d’un sidérophore donné. Lorsqu’une bactérie utilise
plusieurs sidérophores, elle a dans son génome des génes codant pour des TBDTs spécifiques pour
chaque sidérophore. P. aeruginosa a dans son génome 32 genes codant pour des TBTDs (Llamas et
al. 2009). D’aprés des études protéomiques (Llamas et al. 2006) 11 de ces TBDTs seraient
impliqués dans I’acquisition du fer.

Arrivé dans le périplasme, le complexe sidérophore-Fe est, en général, pris en charge par des
protéines périplasmiques associées a des transporteurs ABC. Ces protéines permettent
I’acheminement du complexe vers les transporteurs ABC enchassés dans la membrane interne pour
le transport des complexes vers le cytoplasme. Pour la dissociation du fer des sidérophores, trois

mécanismes ont été¢ propose€s chez les bactéries Gram négatives: [’hydrolyse du sidérophore, la



réduction du fer ou une modification chimique du sidérophore. Tous auraient pour but de diminuer
I’affinité du sidérophore pour le fer. Dans le cas de I’entérobactine, un sidérophore produit par E.
coli et un archétype dans le domaine des sidérophores, le mécanisme de dissociation du fer de ce
sidérophore implique une hydrolyse du chélateur couplée a une réduction du fer ferrique en fer
ferreux (Brickman and Mclntosh 1992). Les produits de dégradation sont ensuite sécrétés vers le
milieu extracellulaire (Figure 10 A gauche). Ce mécanisme d’assimilation du fer par les
sidérophores que nous venons de décrire ci-dessus est valable pour tous les sidérophores utilisés par
E. coli et par de nombreuses bactéries Gram négatives. Il y a pourtant des divergences dans ces
mécanismes avec par exemple le cas de la salmochéline, sidérophore de Salmonella. Pour cette
voie, il a été proposé que le complexe sidérophore-fer subit déja une premicre hydrolyse dans le
périplasme avant le transport a travers la membrane interne. Le fer serait ensuite libéré dans le
cytoplasme par un mécanisme impliquant une hydrolyse totale du sidérophore et une réduction du
fer (Lin et al. 2005; Zhu et al. 2005). Ici encore les produits de dégradation sont sécrétés dans le
milieu extracellulaire (Figure 10 A droite) (Brickman and Mclntosh 1992; Zhu et al. 2005; Schalk
and Guillon 2013). De méme dans le cas de la pyoverdine, un mécanisme complétement différent a
¢té mis en évidence avec une dissociation du fer de son sidérophore dans le périplamse bactérien

(voir page 46 pour plus de détails) (Figure 10 B).
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Figure 10 : Exemples de voie d’acquisition de fer via des sidérophores (Schalk and Guillon

2013).

Les sidérophores sont synthétisés et excrétés dans le milieu extracellulaire puis chélatent le fer. Le complexe
sidérophore-fer ainsi formé est reconnu et transporté par des transporteurs TBDT et entre dans le périplasme. Le
complexe passe soit (A) enticrement la membrane interne pour une dissociation dans le cytoplasme soit (B) la
dissociation se fait dans le périplasme, le sidérophore est ré-excrété dans le milieu extracellulaire et le fer est transporté
dans le cytoplasme. Pour plus de détail voir le texte.

Les bactéries synthétisent et utilisent des sidérophores endogenes, mais elles possedent aussi
des systemes d’acquisition du fer via des sidérophores exogénes, produits par d’autres organismes
et se trouvant dans I’environnement de la bactérie. En effet, une grande partie des bactéries
possedent plus de systemes d’acquisition de sidérophores exogenes qu’endogenes (Schubert et al.
1999; Cornelis and Dingemans 2013). P. aeruginosa par exemple, produit deux sidérophores
endogeénes, mais il a été rapporté que cette bactérie peut utiliser au moins neuf sidérophores

exogenes (voir page 54). Cette stratégie de « siderophore piracy » n’est pas seulement réduite aux



bactéries, mais il existe également des bactéries pouvant utiliser des sidérophores produits par des

champignons (Traxler et al. 2012).

3. L’acquisition du fer par les sidérophores chez P. aeruginosa
Contrairement aux systemes d’acquisition des autres métaux, les systemes d’acquisition du
fer ont été largement étudiés. Afin de subvenir a ses besoins en fer, P. aeruginosa sécreéte deux
sidérophores ; la pyoverdine et la pyochéline et est également capable d’utiliser des sidérophores
exogenes (sidérophores produits par d’autres micro-organismes). De plus, P. aeruginosa possede de
nombreuses autres voies d’acquisition du fer telles que I’acquisition du fer ferreux, I’acquisition du
fer stocké dans I’héme, I’acquisition du citrate ferrique et probablement d’autres voies pas encore

identifiées.

3.1 La pyoverdine (PVDI)

Les pyoverdines (PVD) forment une grande famille de sidérophores produits par les
Pseudomonas fluorescents. Les PVDs sont des chélateurs a forte affinité pour le fer avec comme
groupement chélateur un catéchol et deux hydroxamates. Leur implication dans I’acquisition du fer
a été mise en évidence il y a une quarantaine d’années (Meyer and Abdallah 1978; Meyer and
Hornspreger 1978). De nos jours, plus de 60 analogues de PVDs ont été identifiés chez plusieurs
souches du genre Pseudomonas (Meyer et al. 2008). Les PVDs sont toutes composées de trois
parties :

- un chromophore dérivé de la quinoline (2,3-diamino-6,7-dihydroxyquinoline), responsable

de la couleur vert-jaune et de la fluorescence de la molécule ;

- une chaine peptidique, de séquence et de taille (de 6 a 12 acides aminés) variables selon la

souche productrice, ancrée en position C1 du chromophore ;

- une chaine latérale en position C3 du chromophore, composée pour la plupart des cas d’un

diacide carboxylique ou de son amide correspondante.

P. aeruginosa, selon les souches, produit trois PVD qui différent au niveau de la séquence
de leur chaine peptidique (Schalk and Guillon 2013). A chaque PVD est associ¢ un TBDT
spécifique (Cornelis et al. 1989). La PVD produite par P. aeruginosa PAO1 est PVDI (Figure 11) et

son transporteur spécifique FpvAl
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Figure 11 : Structure de la pyoverdine I

La pyoverdine I est composée d’un chromophore couplé a une chaine peptidique et a une chaine latérale. En rouge est
représenté le catéchol du chromophore qui intervient dans la chélation du fer. En bleu sont représentés les groupements
hyrdoxamates qui interviennent également dans la chélation du fer.

La biosynthése de la PVDI

La biosynthese de la PVDI se fait en une multitude d’étapes et dans deux compartiments de
la bactérie. En effet, la biosynthese est initiée dans le cytoplasme et requiert sept enzymes, dont
quatre NRPSs (Non-Ribosomal Peptide Synthethase), et se finit dans le périplasme ou le
sidérophore subit une maturation faisant intervenir cinq autres enzymes (Schalk and Guillon 2013)
(Figure 12).

Il a été suggéré que la biosynthese de la PVDI s’initie par la NRPS PvdL (seule NRPS de
biosynthese de la PVDI commune a tous les génomes de Pseudomonas) (Ravel and Cornelis 2003;
Gross and Loper 2009). Cette derniere comporte quatre modules ; le premier module est capable de
lier une chaine myristique ou myristoléique a 1’aide du couplage avec le coenzyme A (Mossialos et
al. 2002). Aucune PVD identifiée de nos jours ne possede de chaine grasse, signifiant que celle-ci
doit étre hydrolysée au cours de la biosynthése. PvdL integre ensuite trois acides aminés (L-Glu, L-
Tyr et L-Dab) a cette chaine (Mossialos ef al. 2002; Drake and Gulick 2011). Le L-Dab, acide
aminé non naturel, est synthétisé par PvdH et présenté au quatrieme module de PvdL (Vandenende
et al. 2004). L-Tyr et L-Dab vont former la structure du chromophore, qui a ce stade n’est pas
encore cyclisé et donc non fluorescent. Le précurseur est ensuite transmis aux NRPS suivantes
Pvdl, PvdJ et PvdD qui intégrent la chaine peptidique. Pvdl, possédant quatre modules également,
integre dans I'ordre les acides aminés L-Ser, L-Arg, L-Ser et L-fOHOrn. PvdJ, NRPS a deux
modules, intégre une L-Lys et une L-fOHOrn. Les deux acides aminés L-fOHOrn utilisés par PVDI



et Pvd] sont synthétisés par PvdA et PvdL (McMorran et al. 2001; Meneely et al. 2009).
Finalement PvdD, NRPS a deux modules, intégre deux L-Thr et libére le précurseur qui est
transporté dans le périplasme via le transporteur PvdE (Ackerley et al. 2003; Schalk and Guillon
2013). Le précurseur formé au cours de la biosynthése dans le cytoplasme a été isolé et sa structure
chimique a été déterminée (Hannauer et al. 2012). Il possede encore la chalne grasse attachée au
premier acide aminé (Glu) en N-terminal et le chromophore n’est pas cyclisé. C’est d’ailleurs cette
structure qui a permis de démontrer que le précurseur cytoplasmique de la PVD possédait une
chaine grasse liée au premier résidu et que ce groupement est trés probablement présent depuis le
début de 1’assemblage du sidérophore. Il a été suggéré que la chalne grasse permet au précurseur
d’étre associé a la membrane interne durant sa synthése. De plus, au début de ma thése, des
expériences de marquage fluorescent d’une enzyme de biosynthése, PvdA, ont montré que cette
enzyme est associée partiellement a la membrane interne et est concentrée aux poles de la bactérie
(Imperi et al. 2008; Guillon ef al. 2012) (Figure 13 A). Plus récemment et en utilisant la méme
approche, notre laboratoire ainsi qu’une autre €quipe ont montré que d’autres enzymes de
biosynthése sont également partiellement associées a la membrane interne, le tout formant un
sidérosome (Imperi and Visca 2013). Un sidérosome serait un complexe multi-protéique, contenant
toutes les enzymes de biosynthése du sidérophore associ¢ a la membrane interne. De plus, il a été
observé que ces sidérosomes sont concentrés plutot aux poles de la bactérie. Cette association a la
membrane des enzymes de biosynthése des sidérophores aurait pour but d’une part de limiter la
diffusion des précurseurs du sidérophore dans le cytoplasme et d’augmenter ainsi la productivité
d’autre part. Ce type d’organisation permet aussi de limiter la chélation de fer dans le cytoplasme
par ces précurseurs de sidérophores, ce qui pourrait étre toxique pour la bactérie (Schalk and

Guillon 2013).
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Figure 12 : Schéma de la biosynthése de la pyoverdine selon (Schalk and Guillon 2013).

La biosynthese de la PVDI fait intervenir quatre NRPS (PvdL, Pvdl, PvdJ et PvdD) ainsi que trois autres enzymes dans
le cytoplasme (PvdA, PvdF et PvdH). Le précurseur formé dans le cytoplasme est transporté dans le périplasme par le
transporteur ABC PvdE pour étre maturé par les enzymes PvdN, PvdO, PvdP et PvdQ puis excrété par la pompe

PvdRT-OpmQ.

Une fois dans le périplasme, le précurseur de la PVDI est maturée grace a cinq enzymes,
PvdM, PvdN, PvdO, PvdP et PvdQ (Figure 12). Lors de la maturation, la chaine myristique ou
myristoléique est coupée par 1’action de PvdQ (Yeterian et al. 2010; Drake and Gulick 2011). En
effet, il a été démontré que cette enzyme, de la famille des NTN hydrolases, est capable de cliver la
chaine grasse du précurseur de la PVDI (Bokhove ef al. 2010; Schalk et al. 2011). PvdP, une
tyrosinase, est impliquée dans la maturation du chromophore du précurseur de la PVD (Nadal-
Jimenez et al. 2014). Les roles exacts des enzymes PvdM, PvdN et PvdO n’ont pas clairement été
identifiés. Ils interviendraient probablement dans la cyclisation du chromophore ou dans des étapes

précédant cette dernicre, car la délétion de ces mutants entraine la formation d’un sidérophore non

fluorescent (Voulhoux ef al. 2006; Yeterian et al. 2010).




En ce qui concerne la distribution des enzymes de maturation, des expériences de marquage
fluorescent ont montré que PvdQ est distribué de fagon homogene dans le périplasme (Guillon ef al.
2012) (Figure 13 B). Ceci suggere qu’aucune organisation précise n’est requise pour la maturation
de la pyoverdine (Schalk and Guillon 2013) dans ce compartiment cellulaire. De méme, les images
de microscopie de fluorescence montrent que la PVDI nouvellement synthétisée se concentre et se
répartit dans tout le périplasme de P. aeruginosa (Yeterian et al. 2010). Une fois la PVDI
synthétisée, elle est exportée vers le milieu extracellulaire afin de chélater le fer se trouvant dans

I’environnement de la bactérie et de subvenir au besoin de la bactérie.

Figure 13 : Localisation de protéines impliquées dans la biosynthése de la pyoverdine chez P.
aeruginosa selon (Schalk and Guillon 2013)

Images de microscopie a épifluorescence des souches pvddeyfp (souche avec un tag eYFP en C-terminal) (A)
pvdQmcherry (souche avec un tag emCHERRY en C-terminal) (B) et de pyoverdine périplasmique (C). Les images de

gauche correspondent a des images en fond blanc et celles de droite a des images de fluorescence YFP (A), mcherry (B)
et PVDI (C). L’échelle est de 2 pm.

La sécrétion de PVDI

Le mécanisme d’export de la PVDI néo-synthétisée a longuement €té controversé. Le locus
de la PVDI contient trois genes, pvdRT-opm(Q, codant pour une pompe a efflux. Des études récentes
ont pu prouver I’implication de la pompe a efflux PvdRT-OpmQ dans la sécrétion de la PVDI
néosynthétisée (Hannauer ef al. 2010). En effet, la délétion de la pompe a efflux et la délétion des

transporteurs de membrane externe FpvA et FpvB ont eu pour conséquence une diminution de 30 %



de la production de PVDI et une accumulation de cette derniére dans le périplasme (Figure 13 C).
L’absence d’inhibition totale pour la sécrétion de PVDI indique qu’au moins un autre systéme

d’export peut prendre le relais (Hannauer et al. 2010; Schalk and Guillon 2013).

L'import du complexe PVDI-fer

Une fois sécrétée dans le milieu extracellulaire, la PVDI chélate le fer(Ill) ambiant avec une
affinité de 10°' M (Albrecht-Gary et al. 1994). Le complexe PVDI-fer est ensuite reconnu par un
des deux transporteurs TonB dépendant FpvA ou FpvB. Le transporteur FpvA, qui est le
transporteur majoritairement exprime, est constitué comme tous les TBDTs d’un large tonneau 3
(22 brins P antiparalleles reliés entre eux par de grandes boucles extracellulaires et des coudes
périplasmiques), un bouchon (domaine globulaire formé par 4 feuillets ), la boite TonB (partie qui
permet D’interaction avec le complexe TonB/ExbB/ExbD) et un domaine de signalisation
interagissant avec le régulateur sigma FpvR localisé dans la membrane interne (Cobessi et al. 2005;
Brillet ef al. 2007). Le site de liaison de la PVDI est localisé du coté extracellulaire de FpvA et est
composé d’acides aminés essentiellement hydrophobes appartenant au bouchon et au tonneau. La
liaison se fait avec une affinité de 1’ordre du nanomolaire (Schalk ef al. 2001; Clement et al. 2004)
et est tres spécifique. En effet, seule la PVDI est reconnue par ce transporteur (Greenwald et al.
2009) et non les deux autres PVD produites par les autres espeéces de P. aeruginosa. La liaison du
complexe PVDI-fer sur le transporteur et I’interaction de FpvA via sa TonB box avec la machinerie
TonB induit un changement de conformation dans le transporteur permettant la formation d’un
canal ; le complexe est ainsi transporté¢ dans le périplasme (Greenwald ef al. 2009; Schalk et al.
2012).

I1 a été montré que la PVDI peut chélater d’autres métaux que le fer avec des affinités plus
faibles. Au laboratoire, nous avons montré que la PVDI peut chélater les métaux suivants: Ag, Al,
Cd, Co, Cr, Cu, Eu, Fe, Ga, Hg, Mn, Pb, Sn, Tb, TIl, Ni et Zn. En revanche, seuls les complexes
avec les métaux Ag, Al, Cd, Co, Cu, Fe, Ga, Hg, Mn, Ni et Zn se lient sur le récepteur FpvAl,
montrant que ce transporteur peut reconnaitre la PVDI en complexe avec de nombreux autres
métaux que le fer (Hannauer ef al. 2012), ces complexes sont tous transportés a travers la membrane

externe vers le périplasme par FpvA (Hannauer ef al. 2012).

La dissociation et le recyclage

Lorsque que le complexe PVDI-fer est entré dans le périplasme, il est pris en charge par les
deux protéines de liaison périplasmique FpvC et FpvF associées au transporteur ABC FpvDE
(Brillet et al. 2012). Le complexe PVDI-fer est ensuite dissocié par réduction du Fe(IIl) en Fe(II)
(Greenwald et al. 2007) dans le périplasme et non dans le cytoplasme comme pour les autres voies

d’acquisition du fer par les sidérophores chez E. coli. Les protéines impliquées dans la réduction du



fer n’ont pas encore été identifiées a ce jour, mais cette réduction du fer intervient probablement
lorsque la PVDI ferrique est en interaction avec les deux protéines périplasmiques FpvC et FpvF
(Brillet ef al. 2012). Ce mécanisme n’implique aucune modification chimique ou hydrolyse de la
PVDI (Greenwald et al. 2007). Le Fe(Il) ainsi libéré et probablement encore en complexe avec
FpvC est amené au transporteur ABC FpvDE, qui transporte le fer vers le cytoplasme (Brillet et al.
2012). L’apo-pyoverdine en complexe probablement avec FpvF (Brillet ez al. 2012) est amené a la
pompe PvdRT-OpmQ et I’apo PVDI est recyclée dans le milieu extracellulaire (Schalk ez al. 2002;
Greenwald et al. 2007) par la pompe PvdRT-OpmQ déja impliquée dans la sécrétion de la PVDI
nouvellement synthétisée (Yeterian et al). La PVDI peut alors repartir pour un nouveau cycle de
transport de fer (Grennwald et al 2007).

Lorsqu’un autre complexe PVDI-métal que le complexe PVDI-fer est transporté dans le périplasme
par FpvA, il ne se dissocie pas mais est ré-excrété¢ par la pompe PvdRT-OpmQ (Hannauer et al.

2012).

La régulation de I'expression de la voie PVDI

La régulation de I’expression des genes de la voie PVDI implique une régulation positive et
négative. La PVDI en complexe avec le fer se lie a la surface de la bactérie sur le transporteur
FpvA, ce qui induit un changement de conformation du domaine de signalisation de celui-ci
permettant I’activation du régulateur sigma FpvR ancré dans la membrane interne (Brillet et al.
2007). FpvR libere ainsi deux facteurs sigma PvdS et FpvI qui induisent 1’expression des geénes de
I’opéron pvd en recrutant I’ARN polymérase sur les opérons de la PVDI contenant la IS box
(TAAAT-N16/17-CGT) (Visca et al. 2002; Llamas et al. 2014). PvdS induit I’expression de
I’ensemble des genes de biosynthese et Fpvl induit I’expression de FpvA (Llamas et al. 2014).

L’ensemble de cette voie et négativement régulé par la protéine régulatrice Fur, décrite plus

bas (page 62).
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Figure 14 : Voie de la pyoverdine chez P. aeruginosa

Représentation schématique du locus PVD et de la voie PVD. La biosynthése (décrite plus haut) fait intervenir sept
enzymes au niveau du cytoplasme, cinq au niveau du périplasme et un transporteur ABC. La sécrétion se fait via la
pompe a efflux PvdRT-OpmQ. Dans le milieu extracellulaire, la PVD chélate le fer et est transportée dans le périplasme
par le TBDT FpvA. Dans le périplasme le comlexe PVDI-Fe est dissocié et le Fe(Il) est importé dans le cytoplasme
grace au transporteur ABC FpvDE. La PVD est recyclée et sécrétée a nouveau par la pompe a efflux. L’induction de
I’expression de I’ensemble des protéines de la voie PVD est assurée par les régulateurs FpvR/Fpvl/PvdS.



3.2 La pyochéline (PCH)

La pyochéline (PCH) est une petite molécule qui résulte de la condensation d’une molécule
de salicylate et de deux cystéines (Cox et al. 1981). Ce petit sidérophore est produit par P.
aeruginosa mais aussi par Burkholdéria cepacia. La PCH posseéde trois centres chiraux en C4’,
C2’ et C4”’ et lors de sa synthese chez P. aeruginosa deux isoformes sont produites, la PCHI et la
PCH2 (Figure 15). Pseudomonas fluorescence produit 1’enantio-pyochéline, I’enantiomere de la
PCH. Quand la PCH se complexe au fer, la configuration S au niveau du centre chiral C2’’ est
convertie en R. Ainsi, seule la PCH1 complexe le fer (Schlegel ez al. 2004; Schlegel et al. 2006). La
PCH possede quatre groupements pouvant intervenir dans la formation du complexe PCH,-Fe, le
phénolate, I’imine, 1’amine tertiaire et le carboxyle, et nécessite ainsi une deuxiéme molécule pour
chélater le fer. Bien que le complexe ferri-PCH ait été détecté avec une stoechiométrie 1:1, le plus
souvent il est retrouvé avec une stoechiométrie 2:1. Dans le cas ou il n’y a qu'une PCH, la
coordination du fer est complétée par des molécules naturellement disponibles tels que le citrate, ou
des sidérophores comme la cépabactine ou autres (Cobessi ef al. 2005; Schlegel et al. 2006; Tseng
et al. 2006). La pyochéline est capable de lier d’autres métaux que le fer tels que Ag, Al, Cd, Co,
Cr, Cu, Eu, Ga, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sn, Tb, Tl et Zn avec des affinités plus faibles (Ka du Cu pour
la PCH: 102°M?; Zn : 10*°M? ; Fe : 10*** M) (Braud ef al. 2009; Youard ef al. 2011; Brandel et
al. 2012).

La voie de la pyochéline implique 14 genes sur quatre opérons (pchDCBA, pchR,
pchEFGHI et fptABCX) (Figure 17).
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Figure 15 : Structure des deux formes de pyochéline produites par P. aeruginosa.

En couleur sont représentés des groupements qui interviennent dans la chélation du fer. Vert — phénolate ; Bleu
iminie/amine tertiaire ; Rouge — carboxyle.

La biosynthése de la PCH
La biosynthese de la PCH résulte de la condensation du salicylate et de deux molécules de

cystéine subissant des modifications lors de la syntheése. La biosynthése est exclusivement



cytoplasmique et fait intervenir sept enzymes de biosynthése organisées en deux opérons ;
pchDCBA et pchEFGHI (Serino et al. 1997; Reimmann et al. 1998).

La biosynthese de la pyochéline (Figure 16) débute avec la transformation du chorismate en
salicylate en passant par 1’isochorismate, assurée par les protéines PchA et PchB. PchA, une
isochorismate synthase est une enzyme appartenant a la famille des MST (Menaquinone,
Sidérophore et Tryptophane) utilisant le chorismate comme substrat et magnésium-dépendant. Elle
a pour role d’isomériser le cycle pour former 1’isochorismate (Gaille et al. 2003; Meneely et al.
2013). Dans le cadre de la biosynthese de la PCH, PchB, une isochorismate-pyruvate lyase, forme
ensuite ’acide salicylique et une molécule de pyruvate (Gaille ez al. 2002). PchB possede, en plus
de sa fonction d’isochorismate pyruvate lyase, une fonction de chorismate mutase. En effet, des
¢tudes in vitro ont montré que PchB est capable d’utiliser directement le chorismate pour former du
préphenate, précurseur des acides aminés aromatiques (Gaille ef al. 2002). PchA et PchB, enzymes
essentielles a la biosynthese de la pyochéline, sont homologues a un grand nombre d’enzymes, car
elles utilisent un substrat universel, le chorismate. Leurs activités enzymologiques ont suscité
plusieurs études structurales et enzymologiques (Lamb 2011; Meneely et al. 2013; Meneely et al.
2013).

Lorsque 1’acide salicylique est formé, PchD va activer ce précurseur en I’adénylant (Serino
et al. 1997). Cette molécule activée peut ainsi étre covalament chargée sur le premier module de
thiolation de PchE, la premi¢re NRPS intervenant dans la biosynthése de la pyochéline. En méme
temps, PchE active, grace a son module d’adénylation, une premicre L-cystéine et la lie covalament
sur son deuxieme module de thiolation (Reimmann ez al. 1998; Quadri et al. 1999; Reimmann et al.
2004). Le bon chargement des précurseurs et des cystéines est assuré par la thioestérase non
essentielle PchC (Reimmann et al. 2004). Les deux molécules sont ensuite condensées et cyclisées
grace au module de cyclisation de PchE. Le centre chiral en C4” de la PCH possede une
configuration R, signifiant que la cystéine intégrée par PchE doit étre une D-cystéine.
L’épimérisation de la L-Cys en D-Cys est assurée par le module d’épimérisation de PchE (Patel et
al. 2003). La molécule formée par PchE est 1’acide dihydroaeruginoique (Dha). Ce précurseur,
capable de chélater le fer peut étre retrouvé dans le milieu extracellulaire de P. aeruginosa (Serino
et al. 1997). Dans le cadre de la biosynthese de la Pch, le Dha est ensuite transféré sur PchF, la
deuxiéme NRPS, par addition nucléophile d’une cystéine, préalablement chargée sur PchF, sur le
Dha. Le chargement de cette deuxieme cystéine sur le module de thiolation de PchF se fait sous le
contrdle de PchC (Reimmann et al. 2004). Une fois que la deuxieme cystéine est liée au Dha, elle
subit une cyclisation grace au module de cyclisation pour former la nor-pyochéline liée au module

de thiolation (Patel et al. 2003). Aprés méthylation du deuxieme cycle thioazolidine assurée par le



module de méthylation de PchF, la Pch néoformée est réduite et ainsi dissociée de PchF par la

réductase PchG (Patel and Walsh 2001; Reimmann ef al. 2001) (Figure 16).
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Figure 16 : Schéma de la biosynthése de la pyochéline.

La biosynthese de la pyochéline se fait exclusivement dans le cytoplasme et fait intervenir sept enzymes dont deux
NRPS. Chacune des NRPS (PchE et PchF) intégrent une L-cystéine. L’export de la pyochéline se fait par des
mécanismes encore inconnus.

La sécrétion de la PCH

Le mécanisme de sécrétion de la pyochéline n’est pas encore connu. Bien qu’il y ait deux
genes, pchl et pchH, dont les études d’alignement de séquence révelent une homologie avec des
transporteurs ABC, leur implication dans 1’excrétion de la PCH n’a pas pu étre démontré. En effet,
leurs délétions n’entrainent pas de diminution de la quantité de PCH détectée dans le milieu
extracellulaire (Reimmann et al. 2001). En revanche, il est possible qu’en I’absence de ces deux

protéines, un autre systéme d’efflux prenne le relais pour sécréter la PCH. L’implication des deux



genes, pchl et pchH dans la virulence de P. aeruginosa a cependant bien été identifié (Feinbaum et
al. 2012) et il a également été suggéré que les protéines codées par ces deux geénes seraient
impliquées dans un systeme de sécrétion de type 3 (Alibaud et al. 2008). De plus amples études
seront nécessaires pour identifier d’une part le mécanisme de sécrétion de la PCH et d’autre part le

role des deux protéines codées par les génes pchl et pchH.

L'import du complexe PCH,-Fe

Apres chélation du fer dans DI’environnement de la bactérie avec probablement une
stoechiométriec PCH,-Fe, le complexe PCH,-Fe est réabsorbé par P. aeruginosa grace au
transporteur de membrane externe FptA et de la perméase de membrane interne FptX pour le
passage de la membrane externe et interne respectivement. Les génes codant pour ces protéines sont
dans un opéron commun fptABCX.

FptA a une structure semblable a celle de tous les TBDTs : un tonneau  de 22 brins f
antiparalleles reliés entre eux par de grandes boucles extracellulaires et des coudes périplasmiques,
un domaine globulaire formé par 4 feuillets B et la boite TonB, qui permet I’interaction avec le
complexe TonB/ExbB/ExbD. Contrairement a FpvA, FptA ne posséde pas de domaine de
signalisation sigma/anti-sigma (Cobessi et al. 2005). La liaison du complexe PCH,-Fe a FptA se fait
sur la face extracellulaire du transporteur avec un site de liaison composé de résidus hydrophobes
du bouchon et du tonneau (Cobessi ef al. 2005). Comme tous les sidérophores, la PCH peut chélater
de trés nombreux métaux, qui sont ensuite reconnus par FptA, mais seuls les complexes avec le Fe,
le Co, le Ga et le Ni s’accumulent dans la bactérie en présence de PCH (Braud ef al. 2009). Comme
tous les TBDTs, FptA est trés sidérophore spécifique et est méme énantio-sélective, car seule la
pyochéline et non I’entantiopyochéline est reconnue et transportée par FptA (Hoegy ef al. 2009;
Brillet et al. 2011). Une fois le complexe dans le périplasme, ce dernier est trés certainement
transporté vers le cytoplasme via la perméase FptX (Thomas 2007; Youard ef al. 2011; Schalk and
Guillon 2013) (Michel et al. 2007). FptX est une perméase appartenant a une famille de
transporteurs de sidérophores a une seule sous-unité (Cuiv et al. 2004) dont I’énergie nécessaire
pour le transport est fournie par la force proton motrice de la membrane interne. Contrairement a
FptA, FptX est non énantio-spécifique et peut transporter I’enantio-PCH chargée en fer (Reimmann
2012).

L’opéron contenant les deux transporteurs fpt4 et fptX code pour deux autres protéines FptB
et FptC dont la fonction n’est pas encore connue. Des expériences de mutagenese ont révélé que ni
FptB ni FptC ne sont nécessaires a la production ou a I’acquisition de la PCH (Michel ez al. 2007).

Le fer se dissocie de la PCH dans le cytoplasme bactérien, mais a ce jour le mécanisme

impliqué n’a pas pu étre mis en évidence et décortiqué.



La régulation de I’expression de la voie PCH

L’expression des geénes de la voie PCH est régulée positivement et négativement. PchR est
un régulateur cytoplasmique faisant partie de la famille des régulateurs de type AraC (Heinrichs and
Poole 1993). Aprées transport a travers la paroi bactérienne, le complexe PCH,-Fe présent dans le
cytoplasme se lie a PchR et ce complexe protéique induit I’expression des geénes des deux opérons
de la biosynthése pchDCBA et pchEFGHI ainsi que de 1’opéron de 1’import fptABCX et réprime sa
propre expression. Cette activation/répression se fait grace a la présence d’une PchR-box en amont
des opérons (séquence de 32 paires de bases) (Michel ez al. 2005). Des études d’énantiospécificité
ont montré que PchR peut étre activé par la PCH ainsi que par son énantiomere, 1’énantio-PCH
(Youard et al. 2011; Lin ef al. 2013).

L’ensemble des opérons de la voie de la pyochéline est réprimé par la protéine régulatrice

Fur, décrite ci-dessous.

Frillln

A e

PohMbax  pokll
L J\ 1 J\ J

Riosynthese Secreétion Transport Régulation
Figure 17 : Voie de la pyochéline chez P. aeruginosa.

Représentation schématique du locus PCH et de la voie PCH. La biosynthése (décrite plus haut) fait intervenir sept
enzymes au niveau du cytoplasme. Le mécanisme de sécrétion n’a pas encore ¢été identifié. Dans le milieu
extracellulaire, deux molécules de PCH chélatent le fer et sont transportées par le TBDT FptA a travers la membrane
externe et par la perméase de membrane interne FptX. Une fois dans le cytoplasme, le complexe est reconnu par le
régulateur PchR qui induit (2 ’exception de sa propre expression) I’expression de I’ensemble des geénes de la voie
pyochéline.



3.3 Les sidérophores exogénes
En plus de la PVDI et de la PCH, P. aeruginosa peut également utiliser des sidérophores
produits par d’autres micro-organismes (Figure 18). Ce phénomene de piratage de sidérophore
permet a la bactérie de mieux lutter contre ses compétiteurs dans un environnement poly microbien

(Traxler et al. 2012).
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Figure 18 : Structure des sidérophores exogénes utilisés par P. aeruginosa.

En couleur sont représentés les groupements intervenant dans la chélation du fer. Rouge — catéchol ; Bleu —
hydroxamate ; Vert — phénolate.

L’entérobactine

L’entérobactine est le sidérophore majeur produit par E. coli et la voie d’acquisition du fer
par ce sidérophore chez E. coli a été décrite a la page 38. Ce sidérophore possede trois groupements
catéchols et a une affinité pour le fer de ’ordre de 10** M (Raymond et al. 2003). Il forme un
complexe de stoechiométrie 1:1. Chez P. aeruginosa, le transport du complexe entérobactine
ferrique a travers la membrane externe est assuré par les transporteurs TonB dépendant PfeA et
PirA (Poole ef al. 1990; Dean and Poole 1993; Thulasiraman et al. 1998; Ghysels et al. 2005). Chez
P. aeruginosa, quatre génes homologues a fepBCDG ont été identifiés (Lewenza et al. 2005). Ces
protéines pourraient €tre responsables du transport du complexe ferri-entérobactine a travers la
membrane interne. L’activation de ’ensemble de la voie d’acquisition via I’entérobactine se fait en
présence de cette derniére et en carence de fer. En effet, le complexe ferri-entérobactine se liant sur

le transporteur PfeA ou PirA, induit I’expression des génes de transport de 1’entérobactine grace au



systtme a deux composantes PfeR/PfeS (Dean and Poole 1993; Dean et al. 1996) avec un
mécanisme probablement assez semblable a celui décrit pour la voie PVDI. L’ensemble est

également sous le contrdle négatif de la protéine régulatrice Fur.

La desferrioxamine B et le ferrichrome

La desferrioxamine B est un sidérophore produit par le genre Streptomyces et possede trois
groupements hydroxamate permettant une stoechiométrie 1:1 pour la chélation du fer avec une
affinité de 10*' M (Raymond and Carrano 1979). Le ferrichrome est un sidérophore produit par les
genres Ustilago, Aspergillus et Penicillium. Comme la desferrioxamine, le ferrichrome possede
trois groupements hydroxamate et a une affinité de I’ordre de 10* M (Raymond and Carrano
1979) pour une stoechiométrie 1:1 avec le fer. Il a également été montré que le ferrichrome peut
chélater d’autres métaux tels que Bi, Cd, Cu, Hg, Pb ou Zn (Hernlem et al. 1996; Neubauer et al.
2000).

Chez P. aeruginosa, le transport du complexe ferrioxamine ainsi que du ferrichrome est
assuré par les transporteurs TonB dépendant FoxA et FiuA (Llamas et al. 2006; Banin et al. 2008;
Hannauer et al. 2010). Le complexe ferrioxamine serait ensuite transporté a travers la membrane
interne via la perméase FoxB (Cuiv ef al. 2007; Hannauer et al. 2010). Concernant le ferrichrome,
le complexe pourrait soit passer par la perméase FiuB soit par FoxB. Dans le cytoplasme, la
libération du fer implique une réduction du fer et une acétylation du ferrichrome, ce dernier étant
ensuite recyclé dans le milieu extracellulaire (Hannauer et al. 2010). L’expression des protéines
impliquées dans le transport de la desferrioxamine B et du ferrichrome serait sous le controle des

facteurs sigma/anti-sigma FoxI/FoxR ainsi que Fiul/FiuR et de la protéine régulatrice Fur.

La cépabactine

Tres peu d’études ont été réalisées pour comprendre le transport du fer via la cépabactine.
Ce petit sidérophore, produit par le genre Burkholderia, est un hydroxamate cyclisé qui peut
chélater le fer avec une stoechiométrie 3:1 (Thomas 2007). Il peut étre utilisé par P. aeruginosa et
stimule la croissance bactérienne en conditions de carence de fer (Meyer 1992). Le transporteur
(probablement un TBDT), impliqué dans I’import du complexe fer-cépabactine, n’a pas encore été
identifi¢ (Mislin et al. 2006). De plus, il a été montré qu’en présence de pyochéline, la cépabactine

forme un complexe pyochéline-cépabactine-fer avec une stoechiométrie 1:1:1 (Klumpp et al. 2005).

La mycobactine
Mycobacterium tuberculosis produit le sidérophore mycobactine pour subvenir a ses besoins
en fer (Rodriguez 2006). C’est une molécule regroupant deux fonctions hydroxamate et un

phénolate permettant de former un complexe de stoechiométrie 1:1. Il a été montré que P.



aeruginosa possede au moins un transporteur TonB dépendant, nommé FemA (pour Ferric-
myobactin receptor) capable d’acquérir le fer via la mycobactine et la carboxymycobactine (Llamas
et al. 2008). Ce transporteur est sous le contrdle des facteurs sigma/anti-sigma FemI/FemR et de la

protéine régulatrice Fur.

L’aerobactine, la rhizobactine 1021 et la schizokinen

L’aerobactine est un sidérophore produit par E. coli (Garenaux et al. 2011), la rhizobactine
1021 est produit par Sinorhizobium meliloti et la schzokinen par Bacillus megaterium (Cianciotto
2007). Ils possedent tous des groupements hydroxamate et forment des complexes ferriques
pouvant étre reconnus et transportés par P. aeruginosa. Le transporteur ChtA est capable de
transporter les trois complexes ferri-sidérophore a travers la membrane externe (Cuiv ef al. 2006). 11
a ¢té¢ montré que la schizokinen peut passer la membrane cytoplasmique via la perméase FoxB

(Cuiv et al. 2007).

La vibriobactine

La vibriobactine est un sidérophore composé de trois catéchols produit par Vibrio cholerae.
P. aeruginosa possede un transporteur TonB dépendant, FvbA (Ferric vibriobactin), capable
d’importer la vibriobactine. Son expression est sous le controle de Fur et de FvbR, une protéine

régulatrice de type IcIR (Elias ez al. 2011)

3.4 L’import de I’héme chez P. aeruginosa

L’héme représente environ 70 % du fer dans le corps humain et constitue la source en fer
majeure pour les pathogenes lors d’infections. Comme décrit plus haut, I’héme est principalement
lié a des hémoprotéines (tels que I’hémoglobine ou I’hémopexine) et les pathogeénes doivent donc
rivaliser avec ces dernieres. P. aeruginosa a développé deux systemes capables d’acquérir le fer de
I’héme ; le systtme Phu et le systtme Has. Le syst¢tme Phu est composé du transporteur TonB
dépendant PhuR et de 1’opéron phuSTUVW (Ochsner et al. 2000). Le transporteur PhuR entre en
compétition directe avec les hémoprotéines ou lie I’héme libre et transporte spécifiquement I’héme
a travers la membrane externe grace a la 1’énergie fournie par la machinerie TonB. L’héme ainsi
acquis est pris en charge par la protéine de liaison périplasmique PhuT (Ochsner ef al. 2000). Le
transporteur ABC PhuUVW fait ensuite transiter I’héme a travers la membrane interne et transfere
I’héme a la protéine chaperonne PhuS (Bhakta and Wilks 2006; O'Neill and Wilks 2013). L’héme
est ensuite dégradé par 1’oxygénase HemO en biliverdine, monoxyde de carbone ce qui libére le
Fe(Il) (Barker ef al. 2012). Le groupe de geéne Phu est négativement régulé par la protéine Fur.

Chez Serratia marcesens, le systtme Has est composé du transporteur HasR, de

I’hémophore HasAp, de la protéine HasB, du transporteur HasED et des facteurs sigma/anti-sigma



Hasl/HasS (Wandersman and Delepelaire 2004; Wandersman and Delepelaire 2012). Chez P.
aeruginosa, des homologues de I’ensemble de ces génes ont été identifiés (Letoffe et al. 1998;
Lewenza et al. 2005; Llamas et al. 2008). L’hémophore HasAp est sécrété grace au systeme de
sécrétion de type 1 qui impliquerait HasD (partie ATPase), HasE (partie membranaire) et le
complexe TolC/HasF (Masi and Wandersman 2010). Dans le milieu extracellulaire, HasAp entre en
compétition avec les hémoprotéines de 1’hote. Grace a sa forte affinité pour ’héme, HasAp acquiert
ce dernier et se fixe sur le transporteur HasR (Letoffe ez al. 1999). Le transporteur HasR transporte
I’héme a travers la membrane externe probablement grace a I’énergie fournie par le complexe
HasB-ExbB-ExbD, complexe similaire a la machinerie TonB (Lefevre ef al. 2008; de Amorim et
al. 2013). L’ensemble est finement régulé par les facteurs sigma/anti-sigma Hasl/HasS et est
réprimé par le systeme Fur (Biville e al. 2004; Llamas et al. 2008; Wandersman and Delepelaire
2012; Malki et al. 2014) (Figure 19).

En Dl’absence de ces deux systétmes d’acquisition de I’héme, P. aeruginosa n’est

potentiellement plus capable d’utiliser I’héme comme source de fer (Ochsner et al. 2000).
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Figure 19 : Systeme d’acquisition de I’héme chez P. aeruginosa.

Deux systémes d’acquisition de I’héme ont été identifiés chez P. aeruginosa. Le systeme Has (gauche), impliquant
I’excrétion d’un hémophore (HasA») et le transport actif via le TBDT HasR. A droite, le systéme Phu impliquant le
TBDT PhuR, peut transporter directement 1’héme, une protéine périplasmique PhuT, le transporteur de membrane



interne PhuUVW ainsi que la protéine chaperonne cytoplasmique PhuS. La libération du fer depuis I’heéme se fait grace
a I’oxygénase HemO.

3.5 Les autres systémes d’acquisition du fer chez P. aeruginosa

L'import du fer ferreux

Le fer ferreux est la forme minoritaire du fer rencontrée dans I’environnement naturel de P.
aeruginosa. En revanche, en conditions anaérobies ou de microaérobie, conditions rencontrées en
biofilm par exemple, le fer ferreux peut préexister et étre disponible pour la bactérie (Andrews et al.
2003). De plus, méme en conditions adrobies a pH physiologique, la bactérie sécrete des
métabolites secondaires, nomme¢s phénazines, ayant un fort potentiel redox (Wang and Newman
2008) (Figure 20 A). Celles-ci permettraient de réduire le fer ferrique en fer ferreux directement
dans le milieu extracellulaire ou dans le périplasme (Wang ef al. 2011). Le fer ferreux diffusant via
des porines (tel que OprQ) dans le périplasme, il pourrait ainsi étre pris en charge par le systeme
d’acquisition FeoABC enchédssé dans la membrane interne. La voie FeoABC décrite pour la
premiere fois chez E. coli (Kammler et al. 1993) est composée d’un transporteur (FeoB) et de deux
protéines cytoplasmiques régulatrices (FeoA et FeoC) (Cartron et al. 2006; Cornelis and Dingemans
2013). FeoB est un transporteur du fer de la membrane cytoplasmique, composé de 773 acides
aminés avec un module GTPase en partie N-terminale (Seyedmohammad ef al. 2014). Le role de
FeoA et de FeoC a longuement été inconnu. Des études récentes suggerent que FeoA ainsi que
FeoC auraient un role régulateur au niveau protéique (Weaver et al. 2013; Kim et al. 2015).
L’expression de cette voie est réprimée par la protéine cytoplasmique Fur dont la fonction est

décrite ci-dessous (Figure 20 B).

L'import du fer ferrique

Le fer ferrique, forme faiblement soluble et ainsi moins biodisponible représente une source
de fer non négligeable pour la bactérie. Bien que cette forme de fer soit principalement prise en
charge par les sidérophores, une perméase de fer ferrique HitB et une protéine de liaison
périplasmique HitA ont ét¢ identifiées chez P. aeruginosa (Garcia-Contreras et al. 2013). Ces
protéines, identifiées pour la premiere fois chez Haemophilus influenza seraient impliquées dans

I’acquisition du fer ferrique a travers la membrane interne (Sanders et al. 1994) (Figure 20B).

L'import du citrate-ferrique

Le citrate, métabolite du cycle de Krebs, peut chélater le fer ferrique et ainsi servir de source
de fer pour les micro-organismes (Figure 20 A droite). P. aeruginosa possede un systeme
spécifique d’acquisition du fer en complexe avec le citrate. En effet, le transporteur TonB-

dépendant FecA permet de lier le citrate-ferrique a la surface de la bactérie et de le transporter a



travers la membrane externe (Marshall ef al. 2009). 1l a été proposé que le citrate-ferrique serait
ensuite dissocié par un mécanisme impliquant une réduction du fer et le fer (sous forme ferreuse)
pris en charge par le transporteur de fer ferreux FeoB (Marshall ef al. 2009). L’expression de FecA
est positivement régulée par ’intermédiaire des facteurs sigma/anti-sigma Fecl/FecR (Potvin et al.

2008) et négativement par Fur (Figure 20 B).
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Figure 20 : Systéme d’acquisition du fer via le citrate, le systetme Feo et le systeme Hit chez P.
aeruginosa.

(A) Structure des deux phénazines les plus utilisées par P. aeruginosa: phenazine-1-carboxylic acid (PCA) et
pyocyanine ainsi que la structure du citrate. (B) Les phénazines sont sécrétées sous forme réduite dans le milieux
extracellulaire et réduit le fer(Ill) en fer(Il). Le fer(Il) peut transiter via des porines dans le périplasme et étre pris en
charge par le transporteur ABC FeoB pour étre transporté vers le cytoplasme. Le fer(IIl) peut également passer la
membrane externe via des porines et est pris directement en charge par la protéine de liasion périplasmique HitA qui
présente le fer ferrique a la HiTB pour le passage a travers la membrane interne. Le citrate, métabolite omniprésent,



chélate le fer et les complexes formés sont transportés a travers la membrane externe via FecA. Le fer est libéré dans le
périplasme par un mécanisme de réduction et pris en charge par FeoB. FecR/Fecl qui régulent 1’expression de FecA.
Adapté depuis (Cornelis and Dingemans 2013).
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Figure 11 : Systéme d’acquisition du fer chez les gram-négatives en conditions infectieuses.

Afin de subvenir a leurs besoins en fer, les bactéries gram-négatives mettent en jeu un grand nombre de systémes
d’acquisition du fer. Fe : fer ; Hb : hémoglobine ; Hp : haptoglobine ; Hpx : hémopexine ; X : autres hémoprotéines.

Bien qu’essentiels, le fer et I’héme peuvent étre toxiques a forte concentration, ceci en raison
de leur capacité a former des dérivés réactifs de I’oxygene (ROS — Reactive Oxygen Species). Pour
cela, P. aeruginosa a dii développer un systeme complexe de régulation de I’homéostasie du fer,

comprenant une régulation pour I’acquisition du fer et de ’héme ainsi que pour leur stockage. A ce



jour, aucun systeme d’efflux du fer ou de I’héme n’a été identifié, probablement en raison de la

faible biodisponibilité de ces derniers.

4.1 La protéine régulatrice Fur

La protéine Fur (Ferric Uptake Regulator) est un répresseur contrdlant I’expression de la
grande majorité des genes impliqués dans 1’acquisition du fer. Cette protéine d’environ 15 kDa (134
acides aminés) a été identifiée pour la premiere fois chez E. coli et a été largement étudiée depuis
(Bagg and Neilands 1987). Fur est une protéine formant des dimeres dont chaque monomere est
composé d’un domaine de liaison a I’ADN (en N-terminal) et d’un domaine de dimérisation (en C-
terminal). Chez P. aeruginosa, Fur posséde un site de liaison métallique pour le fer (Fe*") dont la
liaison est essentiellement assurée par des histidines (Lewin ef al. 2002; Lee and Helmann 2007;
Fillat 2014). Lorsque la concentration normale intracellulaire de fer est atteinte, le fer libre se lie
sur le répresseur Fur. Cette liaison engendre un changement conformationel permettant a la protéine
de se lier a une séquence spécifique de I’ADN nommée FUR-Box. Un dimére s’associe de chaque
coté de la double hélice d’ADN. Cette liaison empéche I’ARN polymérase de s’y lier et réprime
ainsi ’expression de ces genes (Fillat 2014) (Figure 22). En plus de son réle répresseur, Fur peut
¢galement activer 1’expression de certains genes via la répression de petits ARN régulateurs. En
effet, il a ét¢ montré que BfrB (une protéine impliquée dans le stockage du fer) est sous le controle
positif de Fur (Wilderman et al. 2004) ainsi qu’un certain nombre de superoxide dismutases (Vasil
2007).

La protéine Fur fait partie de la superfamille des protéines régulatrices Fur. En plus de la
protéine impliquée dans la régulation du fer, il existe cinq autres protéines régulatrices appartenant
a cette superfamille ; Zur (Zinc uptake regulator) ; Nur (Nickel uptake regulator) ; Mur (Manganese
uptake regulator) ; PerR (Peroxide stress regulator) et Irr (Heme availability regulator) (Fillat 2014).
Chez P. aeruginosa seul Fur et Zur ont ét¢ identifiées (Ellison ef al. 2013; Fillat 2014).

4.2 Les facteurs sigma/anti-sigma

L’expression de la majorité des transporteurs TonB dépendant (sauf FptA) est positivement
régulée via un facteur sigma régulateur ancré dans la membrane interne (aussi appelé facteur anti-
sigma) et un facteur sigma cytoplasmique appartenant a la famille des ECF (ExtraCytoplasmic
Function) (Braun 1997). La liaison des sidérophores chargés en fer avec leur site de liaison sur les
TBDTs induit un changement de conformation du domaine de signalisation, qui devient ainsi
disponible pour interagir avec le facteur anti-sigma ancré dans la membrane interne. Cette
interaction induit un changement conformationnel du facteur anti-sigma, libérant ainsi le facteur
sigma dans le cytoplasme. Ce dernier peut ensuite recruter I’ARN polymérase et induire

I’expression des génes du transport du fer (Potvin et al. 2008; Llamas et al. 2014) (Figure 22).



4.3 Les petits ARN régulateurs

L’importance des petits ARN régulateurs impliqués dans ’homéostasie du fer est étudice
seulement depuis peu mais il a déja été démontré qu’ils jouent un role significatif. En effet, trois
petits ARN régulateurs (PrrF1, PrrF2 et PrrH) ont un réle dans I’homéostasie du fer chez P.
aeruginosa. PrrF1 et PrrF2 sont deux petits ARN d’environ 35 acides nucléiques avec une
homologie de 95 % impliqués dans 1’expression d’au moins une soixantaine de genes (Vasil 2007).
Ces petits ARN interagiraient avec des régions complémentaires dans les ARN messagers et
empécheraient ainsi la traduction (Wilderman ez al. 2004). En plus de PrrF1 et PrrF2, plus
récemment, un petit ARN PrrH a été identifié et des expériences récentes montrent qu’il serait
¢galement impliqué dans I’homéostasie de I’héme chez P. aeruginosa (Reinhart et al. 2014) (Figure

22).

4.4 Le stockage du fer
P. aeruginosa a développé un grand nombre de systémes d’acquisition du fer afin de
subvenir a ses besoins et I’ensemble de ces systemes est finement régulé afin d’éviter une surcharge
en fer. Pour limiter cette surcharge en fer libre et pour stocker le fer dans la bactérie, P. aeruginosa
posseéde au moins deux ferritines différentes (Moore et al. 1994) : une bactérioferritine (BfrB)
capable de lier le fer mais aussi responsable du stockage de I’heme (Rui ef al. 2012) ainsi qu’une
ferritine bactérienne (FtnA) capable de lier le fer (Yao et al. 2011). BfrB et FtnA sont des protéines
de 24 sous-unités avec une cavité d’environ 80 A de diamétre dans laquelle le fer minéral est stocké

et avec une capacité d’accueil allant jusqu’a
4 500 atomes de fer (Yao et al. 2011). Le relargage du fer stocké dans les ferritines nécessite d’une
part la présence d’une réductase NADP ferredoxine (Fpr) et d’autre part, pour BfrB, la présence
d’une seconde ferredoxine (Bfd) afin de correctement prendre en charge le fer ainsi libéré (Yao et

al. 2012) (Figure 22).
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Figure 22 : Systémes de régulation du fer chez P. aeruginosa.

(A) La liaison d’un complexe sidérophore-fer engendre une cascade de signalisation aboutissant a la libération d’un
facteur sigma dans le cytoplasme. Celui-ci peut recruter I’ARN polymérase et induire 1’expression des geénes. (B) De
petits ARN (sARN) peuvent s’hybrider aux ARN messagers (ARNm) pour bloquer leurs traductions et ainsi inhiber
I’expression des protéines. (C) En présence de fer, le fer libre est stocké dans des ferritines bactériennes ou des
bactérioferritines. De plus, le fer est reconnu par la protéine régulatrice Fur induisant un changement de conformation
ce qui va provoquer sa liaison sur la boite Fur (FUR-box) en amont des geénes d’acquisition du fer et bloquer leur
expression.



Objectifs

Bien que Dl’acquisition du fer via les sidérophores chez P. aeruginosa ait été largement
étudiée, certains aspects tels que le role précis et I’'importance de la PCH chez P. aeruginosa restent
encore largement méconnus. En effet, la grande majorité des études de ces trente dernicres années
portaient sur I’étude de la PVD, toujours considérée comme sidérophore majoritaire chez P.
aeruginosa. Au laboratoire, la plupart des études portaient sur la biosynthese, la sécrétion, 1I’import
et la distribution des enzymes impliquées dans la voie-PVD. En revanche, la PCH, molécule non
fluorescente et ayant une affinité pour le fer plus faible que la PVD a été largement moins étudiée.
Lors de cette thése nous nous sommes donc intéressés a ce petit sidérophore qu’est la PCH et avons

essay¢ de mieux comprendre son role chez P. aeruginosa.

- Le premier objectif fixé a été d’étudier la distribution des protéines impliquées dans la voie
PCH. Cette étude faisait suite aux travaux de localisation des protéines de la voie PVD. En effet, au
début de ma thése, le laboratoire commengait a avoir des données sur 1’existence de sidérosomes au
niveau de la membrane interne pour la voie PVD localisée. Dans ce projet de thése, nous avons
donc voulu étudier la localisation cellulaire des enzymes de biosynthése de la pyochéline et vérifier

I’existence d’un sidérosome.

- Dans un second temps, nous avons voulu déterminer le rdle de la pyochéline dans
I’homéostasie de métaux autres que le fer dans la bactérie. En effet, des études de notre laboratoire,
ont montré que la pyochéline est capable d’importer d’autres métaux que le fer mais nous ne
savions pas si ce transport avait une signification biologique et aucune ¢tude n’avait été effectuce

sur la régulation de cet import.

- Ensuite, pour mieux comprendre 1I’homéostasie des métaux chez P. aeruginosa et
I’implication des sidérophores, nous avons jugé important d’analyser la composition en métaux
(métallome) de cellules de P. aeruginosa productrices ou non de sidérophores. Cette investigation

s’est accompagnée d’une étude protéomique de P. aeruginosa.

- Pour finir, nous nous sommes intéressés a I’importance des sidérophores durant I’infection

en essayant d’identifier le ou les sidérophores pouvant étre mis en jeu dans cette situation.

En résumé, cette thése avait pour objectif de mieux comprendre I’importance de la

pyochéline chez P. aeruginosa. En effet, bien que la pyochéline soit toujours considérée comme un



sidérophore secondaire, P. aeruginosa a conservé ce sidérophore tout au long de son évolution,

suggérant qu’il a un réle bien particulier qu’il nous reste plus qu’a identifier.



Resultats






Chapitre 4

Etude de I’organisation cellulaire des protéines

impliquées dans la voie de la pyochéline






L’étude de la voie PCH était jusque la essentiellement restreinte a 1’étude enzymatique des
différentes étapes de la biosynthese de ce sidérophore (Youard ef al. 2011) et de I'import de sa
forme ferrique a travers la membrane externe via le TBDT FptA (Cobessi ef al. 2005; Mislin et al.
2006). Concernant le passage a travers la membrane interne, une publication a pu mettre en
¢vidence I'implication éventuelle de la perméase FptX dans I’import a travers la membrane
cytoplasmique du complexe PCH,-Fe (Michel ef al. 2007). En revanche, aucun travail sur la
localisation et I’organisation cellulaire des protéines impliquées dans la voie PCH n’a été accompli.
En effet, de plus en plus d’études montrent que les protéines cytoplasmiques ont une certaine
organisation cellulaire dans les bactéries (Dworkin 2009; Shapiro ef al. 2009; Rudner and Losick
2010). Concernant la localisation des enzymes de biosynthese de sidérophores, notre laboratoire et
celui de P. Visca ont mis en évidence la localisation particuliere d’une enzyme de biosynthese de la
PVD, PvdA (Imperi et al. 2008; Guillon et al. 2012). Laurent Guillon dans notre équipe a montré
que PvdA est partiellement associée a la membrane interne et est plus concentrée aux poles de la
bactérie (Guillon et al. 2012). Des études réalisées au laboratoire, non publiées au début de ma
these, ont également montré une localisation au niveau de la membrane interne et aux pdles de la
bactérie des autres enzymes de biosynthese de la voie PVD. Suite a ces résultats, nous nous sommes
questionnés sur la localisation et [’organisation cellulaire des enzymes impliquées dans la
biosynthese de la PCH ainsi que sur celle des autres protéines de la voie de la PCH. Pour cela, nous
avons décidé de suivre la méme approche utilisée lors de 1’étude de la voie PVD. Nous avons donc
procéd¢ a un marquage au niveau chromosomique des protéines avec des protéines fluorescentes de
type mCherry, GFP ou YFP. Nous avons choisi deux enzymes impliquées dans la biosynthese,
PchA et PchE, PchA étant la premiere enzyme impliquée dans la synthése du précurseur et PchE
étant une NRPS impliquée dans I’incorporation d’une cystéine. De plus, nous avons voulu comparer
la localisation des enzymes de biosynthese de la voie PVD et de la voie PCH. Pour cela, nous avons
procédé a un double marquage, un marquage de la voie PVD et un marquage de la voie PCH dans
une méme souche. Nous avons également voulu visualiser des protéines impliquées dans I’import et
la régulation de I’expression des genes, et avons marqué le transporteur de membrane interne FptX
et la protéine régulatrice PchR. Nous n’avons en revanche procédé a aucun marquage de 1’export,
car les protéines impliquées dans 1’export de la PCH ne sont pas encore connues a ce jour. Pour
toutes ces protéines de fusion, nous avons essayé en parallele la fusion en N- et C-terminal et avons
retenu uniquement les constructions ayant des phénotypes sauvages pour la croissance, la
production de sidérophores et I’import du fer par la PCH.

Dans une deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés a caractériser la perméase FptX,

membre de la famille des transporteurs a une seule sous-unité. Cette famille de transporteurs est trés



peu étudiée et aucune constante d’affinité pour son ligand naturel n’a été déterminée a ce jour. Cette
¢tude nous a permis de comparer les deux systémes d’acquisition de sidérophores endogeénes chez

P. aeruginosa.



2. Contribution des auteurs
Sur les deux articles présentés ici, ma contribution a été de construire, caractériser et étudier
I’ensemble des souches de la voie PCH. J’ai également réalisé les expériences de transport de *°Fe
et de fractionnement cellulaire pour I’étude de FptX. F. Hoegy a réalisé I’expérience de mesure
d’affinité de FptX pour le fer et C. Reimmann a fourni le plasmide de surexpression de FptX. L.

Guillon et V. Gasser ont construit, caractérisé et ¢tudié les souches de la voie PVD.
3. Résultats complémentaires (non publiés)

3.1 Localisation du régulateur PchR
La distribution homogene du régulateur décrite dans 1’article ci-dessus a été tres difficile a

visualiser probablement en raison de la faible quantité de régulateur présente dans la bactérie.

Figure 23 : Caractérisation du régulateur PchR chez P. aeruginosa.

Image de microscopie optique a épifluorescence de la souche mcherrypchR, a gauche en champ blanc et a droite
I’image de fluorescence apres 16 h de culture en milieu succinate. L’échelle représente 2 um.

3.2 Etude du sidérosome

Afin d’étudier plus précisément les interactions entre PchA et PchE et ainsi de mieux
comprendre 1’assemblage protéique au sein méme du sidérosome, nous avons voulu d’une part
mesurer une proximité entre ces deux protéines par des mesures de transfert d’énergie par résonance
de type Forster (FRET) et d’autre part identifier tous les constituants du sidérosome de la PCH par
immuno-précipitation du complexe protéique.

Pour I’expérience de FRET, nous avons utilisé la souche exprimant en paralléle les protéines
de fusion PchA-mCherry et PchE-eYFP (souche ApvdF-pchAmcherry-pchEeyfp) inoculée dans un
milieu pauvre en fer (milieu succinate) afin d’induire 1’expression de la voie PCH. Les mesures de
fluorescence ont été réalisées sur cellules entieres, avec excitation a la longueur d’onde d’absorption

de la protéine eYFP (514 nm) et mesure de I’émission de fluorescence a la longueur d’onde



d’émission de fluorescence de la protéine mCherry (610 nm). Aucun FRET n’a malheureusement
pu étre mis en évidence (Figure 24), peut étre a cause d’une distance trop importante entre ces
protéines PchA et PchE dans les cellules et dans le sidérosome ou a cause d’une mauvaise

orientation de la protéine eYFP donneuse et de la protéine acceptatrice mCherry.
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Figure 24 : Mesures de transfert d’énergie par résonance de type Forster (FRET) entre
PchEyfp et PchAmcherry.

(A) Spectre d’émission des souches ApvdF-pchEyfp (points jaunes) et ApvdF-pchAmcherry-pchEyfp (points rouges)
apres excitation du fluorophore donneur (YFP) a 514 nm. (B) Zoom sur la zone d’émission de mcherry (610 nm).

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu purifier et identifier la composition en protéine
du sidérosome de la PCH. Pour cela, nous avons obtenu du laboratoire d’Audrey Lee Lamb de
I’université du Kansas, une souche E. coli contenant un plasmide de surexpression de PchA ayant
une étiquette 6 histidines en C-terminal. Nous avons tout d’abord voulu purifier PchA et ensuite
purifier toutes les protéines interagissant avec PchA par immuno-précipitation et ainsi purifier le
complexe multi-protéique mais nous ne sommes pas parvenus a purifier PchA (Figure 25).
Malheureusement, cette souche entre nos mains n’a jamais exprimé la protéine PchA. Manquant de
temps, nous n’avons pas pu construire nous méme une souche sur-exprimant PchA avec une

étiquette His.



Figure 25 : Purification de PchA.
(A) Profil de purification de PchA avec une étiquette six histidines en C-terminal. La purification s’est faite sur un
systetme ACTA purifié¢ avec une élution graduelle a I’imidazole. (B) Western Blot ne révélant ni dans le petit pic de

purification, ni dans la partie non retenue (Flowthrough) la présence de PchA-6His. Des anticorps anti-histidines ont été
utilisés.

3.3 Etude de distribution des protéines des voies PCH et PVD

Afin d’étudier la localisation des voies PVD et PCH chez P. aeruginosa dans une méme
bactérie, nous avons construit des souches exprimant des protéines de fusion des deux voies. Nous
avons ainsi obtenu des souches exprimant les différents « couples de protéines de fusion » : PvdA-
GFP et PchA-mCherry (pvdAgfp-pchAmcherry) ; PvdA-GFP et PchE-mCherry (pvdAgfp-
pchEmcherry); PvdA-GFP et PchR-mCherry (pvdAgfp-mcherrypchR); PvdA-GFP et FptX-mCherry
(pvdAgfp-fptXmcherry) ; PvdJ-mCherry et PchE-YFP (pvdJmcherry-pchEyfp) ainsi que FpvF-
mCherry et FptX-YFP (fpvEmcherry-fptXyfp) (Tableau Annexe 1). Toutes ces souches présentent
des phénotypes sauvages pour la croissance, la production de sidérophores et le transport du fer. Les
souches exprimant des protéines de fusion pour la biosynthése de la PVD et de la PCH présentent

toutes des spots fluorescents aux pdles des bactéries (Figure 26).



Figure 26 : Image de microscopie a épifluorescence de PvdAyfp et PchAmcherry.
Image de microscopie optique a épifluorescence de la souche pvdAeyfp-pchAmcherry. A gauche en champ blanc, au

milieu I’image de fluorescence de YFP (PvdA) et a droite I’image de fluorescence mcherry (PchA) aprés 16 h de culture
en milieu succinate. L’échelle représente 2 um.

3.4 Etude du réle des protéines codées par les génes pchH et pchl

Lors de ma thése, nous nous sommes longtemps interrogés sur I’implication des deux
protéines codées par les genes pchH et pchl dans la voie PCH et comment identifier leur(s) role(s).
Pour cela, nous avons essay¢ d’une part de déléter ces deux genes individuellement et d’autre part
les deux genes ensemble. Malheureusement, seule la délétion du geéne pchl a abouti dans le temps
que nous avons pu y consacrer.

Lors de la caractérisation de la souche Apchl, nous avons noté une augmentation de
production de PCH d’un facteur trois : une souche sauvage produit environ 35 uM de PCH par unité
de DOgoonm alors qu’une souche délétée pour pchl en produit environ 100 uM par unité de DOgonm
(Figure 27). Cette augmentation de production de PCH n’a pas lieu si cette délétion de pchl est
réalisée dans une souche mutée pour la voie PVD (absence de production de PVD). De plus, nous

avons observé que la croissance est affectée en absence de Pchl (Figure 27).



¥

10
B
[l -]

ELEE

0

Concentration de Pch (uM / DO nm) :b-
nm

(4] i
- . : 0 W 2 3 40 S0

Temps )

PAD1T
prdF
pehi
fotxpehl

pvdFpchi
pvdFiptXpehi

Figure 27 : Caractérisation des souches KO pchl.

(A) Production de pyochéline aprés une culture de 16 h en milieu succinate. Le surnageant est acidifié, puis 1’ajout de
dichlorométhane permet 1’extraction de pyochéline de la phase aqueuse. (B) Suivi de croissance des souches PAO1
(points verts), ApvdF (carrés bleus), Apchl (points rouges) et ApvdFApchl (carrés oranges) lors de la croissance
bactérienne. Du milieu succinate est ensemencé a DOgponm 0,1 et la croissance est ensuite mesurée au lecteur de
microplaque pendant 48 h. Une mesure a été réalisée toutes les 30 min.

Cette surexpression de PCH nous a fait penser a un rdle dans la régulation dans la voie PCH
et nous avons vérifié si Pchl jouait un role dans la formation et la régulation du sidérosome de la
PCH. Pour cela, nous avons délété pchl dans certaines souches exprimant les protéines PchA ou
PchE de fusions fluorescentes impliquées dans la biosynthése de la PCH (souches ApvdF-
pchAmcherry-Apchl e t ApvdF-pchEmcherry-Apchl, Tableau Annexe 1). Les souches ApvdF-
pchAmcherry-Apchl et ApvdF-pchEmcherry-Apchl ont été observées au microscope et aucun effet

sur I’apparition et la quantité de spots fluorescents n’a été observé (Figure 28).



Figure 28 : Image de microscopie a épifluorescence de la souche pchAmcherry-Apchl.

Image de microscopie optique a épifluorescence de la souche pchAmcherry-Apchl. A gauche en champ blanc et a droite
I’image de fluorescence mcherry (PchA) aprés 16 h de culture en milieu succinate. L’échelle représente 2 pm.

Lors des expériences de transport de fer radioactif réalisées pour déterminer I’implication de
la perméase FptX dans 1’acquisition de la PCH, nous avons pu voir que FptX n’est pas exclusif au
transport via la membrane interne et nous nous sommes interrogés sur une éventuelle implication de
Pchl dans I’incorporation du complexe PCH,-Fe. Les expériences de transport de fer radioactif

montrent clairement que la délétion de pchl n’a, ici encore, aucun effet sur I’acquisition de la PCH

(Figure 29).
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Figure 29 : Transport de fer radioactif en complexe avec la pyochéline dans les souches
ApvdFApchA et ApvdFApchAApchl.

Les cellules sont préparées comme décrit dans le Chapitre 9 — Matériel et Méthodes puis le transport du complexe
PCH,-Fe est initié par I’addition de ce complexe a 100 nM. Des échantillons (100 pL) sont pris a différents temps,
centrifugés, les bactéries sont récupérées et la radioactivité y est mesurée. Les résultats sont exprimés en pmol de PCH ,-
3Fe transporté par millilitre de cellule & un DOgonn de 1: ApvdFApchA (bleu) et ApvdFApchAApchl (rouge).
L’expérience a ¢té répétée en présence de I’inhibiteur de la force protomotrice CCCP a 200 uM (ApvdFApchA (noir) et

ApvdFApchAApchl (gris)).



Dans cette premiere partie de theése, nous avons essayé de mieux identifier et de mieux
caractériser la fonction des génes pchl et pchH se trouvant dans 1’opéron pch sur le chromosome de
P. aeruginosa. Concernant Pchl, nous avons pu mettre en évidence que cette protéine n’est pas
impliquée dans I’'import de la PCH (Figure 29) ni dans la formation des spots fluorescents
correspondants aux sidérosomes (Figure 28). De plus, nous avons vu que la délétion de cette
protéine engendre une large surproduction de la PCH (Figure 27) indiquant un rdle possible de
régulation pour cette protéine. De nombreuses questions restent encore a élucider concernant
I’implication de Pchl et de PchH dans la voie PCH. Est-ce un deuxieme systéme de régulation ?
Est-ce un systéme de régulation entre les voies PVD et PCH ? Est-ce que ces deux protéines PchH
et Pchl sont impliquées dans I’exportde la PCH ? Il est en fait trés difficile de démontrer
I’implication des ces protéines dans la sécrétion de la PCH, car d’autres systemes d’efflux, qui sont
trés nombreux chez P. aeruginosa, peuvent prendre le relais. Dans ce contexte, le groupe de C.
Reimman a cloné les enzymes de biosynthese de la PCH chez E. coli et a montré que cette bactérie
est capable de synthétiser et de sécréter le sidérophore alors qu’aucun systeme d’efflux de P.
aeruginosa n’a ¢té cloné en parallele (Michel et al. 2007).

Nous avons également déterminé la constante de dissociation du transporteur de membrane
interne FptX pour le complexe PCH,-Fe: Ky de 0,6 nM £ 0,2 nM. C’est la premicre affinité
déterminée pour une protéine de cette famille vis-a-vis de sa molécule transportée. Cette affinité est
du méme ordre de grandeur que celle déterminée pour FptA (K4 de 0,5 nM) (Mislin et al. 2006).
Ces affinités ¢étant similaires, et en considérant que les taux d’expression de ces transporteurs sont
identiques chez la bactérie, on peut supposer qu’aucune accumulation périplasmique du complexe
PCH,-Fe n’est possible et que ceux-ci sont directement délivrés au cytoplasme bactérien. Par
ailleurs, la délétion de fptX chez P. aeruginosa entraine une diminution de 50 % de I’accumulation
intracellulaire du complexe PCH,-"Fe, confirmant I’implication de cette perméase dans
I’acquisition du fer par la PCH, et indiquant qu’un autre systéme d’acquisition (qui n’implique pas
Pchl) peut prendre le relais. De méme pour la voie PVD, I’absence du transporteur de membrane
interne FpvCDEF inhibe de 50 % 1’accumulation intracellulaire du complexe PVD-fer (Brillet ef al.
2012). Le transporteur de la voie PVD a la particularité d’importer uniquement le fer et non le
complexe PVD-fer, ce complexe se dissociant dans le périplasme avec un mécanisme impliquant
une réduction du fer (Figure 14). Pour la voie PVD, il a été suggéré que le transporteur du fer
ferreux FeoB pouvait prendre le relais pour I’import du fer vers le cytoplasme. Pour la voie PCH en
revanche, qui nécessite un transport du complexe PCH,-Fe a travers la membrane interne, aucun
candidat n’a été identifié. Pour que le fer puisse étre pris en charge par le transporteur FeoB dans le

cadre de la voie PCH, le métal doit se dissocier du sidérophore dans le périplasme. Ce scénario



implique qu’il existerait une réductase pour la réduction du fer et/ou une estérase pour I’hydrolyse
du sidérophore, permettant la dissociation du complexe PCH,-Fe dans le périplasme de la bactérie.

Aucun géne candidat pour ces fonctions n’a pu étre identifié dans le génome de P. aeruginosa.

Dans cette premiere partie de theése, nous avons également construit de trés nombreuses
souches exprimant des protéines de fusions fluorescentes des voies PCH et PVD. Ces outils nous
ont permis d’étudier et de comprendre la distribution et I’organisation cellulaire des protéines de ces
deux voies. Ces outils sont également tres utiles pour suivre 1’expression des protéines impliquées
dans la biosynthese de la PCH (grace aux protéines de fusion PchAmcherry et PchEmcherry), dans
I’import du complexe PCH,-Fe (FptXmcherry) et la régulation de I’expression des deux opérons
pch (grace a mcherryPchR) en temps réel. De plus, étant donné que nous avons choisi une protéine
de chaque opéron de pch (Figure 17), nous sommes capables d’étudier les différences d’expression
et de répression entre ces différents opérons.

L’expression des protéines de la voie PCH est corrélée a la croissance bactérienne. En effet,
en milieu carencé en fer, les protéines de biosynthése et d’import de la PCH sont exprimées des la
phase exponentielle et leur expression est 1égeérement ralentie en phase stationnaire (Figure 3 B-C
de Pl’article 1). En revanche, le régulateur, qui se trouve tout seul sur un opéron, est exprim¢ a un
niveau basal tout au long de la croissance (Figure 3 B de ’article 1). Enfin, I’expression de toutes
les protéines est réprimée de fagon dose dépendante aprées ajout de fer au milieu de culture (Figure 3
D-F de I’article 1). Ce résultat suggere que la protéine régulatrice Fur réprime les quatre opérons de

la voie PCH avec la méme efficacité.

La localisation et la distribution cellulaires de la perméase FptX, enchdssée dans la
membrane cytoplasmique, a également été étudice avec la protéine de fusion FptXyfp. Nous avons
pu voir qu’elle est distribuée de fagon homogene dans cette membrane et sur toute la circonférence
de la bactérie (Figure 4 A de Darticle 1). Cette distribution suggere que I’acquisition du complexe
PCH,-Fe est possible sur I’ensemble de la surface de la membrane interne. Bien que nous n’ayons
jamais réussi a marquer le transporteur de membrane externe FptA, il est fort probable qu’il soit
¢galement distribué de facon homogene dans la membrane externe sur toute la surface de la bactérie
pour détecter et lier tout complexe PCH,-Fe pouvant venir au contact de la bactérie. La distribution
homogene de la perméase FptX signifie que le complexe PCH,-Fe peut entrer dans le cytoplasme de
n’importe quelle région du périplasme. Il n’est donc pas étonnant que le régulateur PchR soit lui
aussi distribué de fagon homogene a travers tout le cytoplasme de la bactérie. Cette organisation
permet au régulateur d’interagir avec le complexe PCH,-Fe des son entrée dans le cytoplasme et

ensuite avec I’ADN pour la régulation de 1’expression des genes.



Les souches exprimant des protéines de fusion fluorescentes PchAyfp et PchEyfp, nous ont
permis de mettre en évidence 1’existence d’un sidérosome pour la voie PCH comme nous ’avions
montré précédemment pour la voie PVD chez P. aeruginosa. Ces sidérosomes qui sont des
complexes multi-protéiques contenant toutes les enzymes de biosynthése d’un sidérophore donné,
sont associés a la membrane cytoplasmique. Ce concept a été plus étudi¢ pour la voie PVD (Guillon
et al. 2012; Guillon et al. 2013). Pour la voie PCH, nous avons montré que PchA est partiellement
associée a la membrane interne (Figure 5 C de I’article 1) comme 1’enzyme PvdA de la voie PVD
(Guillon et al. 2012). En revanche, nous n’avons pas pu voir cette association pour PchE lors de
notre expérience de fractionnement (Figure 5 D de ’article 1), alors qu’en microscopie nous voyons
clairement un halo fluorescent (Figure 4 C de | article 1) signifiant une association membranaire.
Nous supposons que cette association existe pour PchE, mais qu’elle n’est pas assez stable pour étre
mesurée dans nos conditions de fractionnement cellulaire. Pour PvdA de la voie PVD, la partie N-
terminale, hydrophobe, a ét¢ identifiée comme €tant responsable de cet ancrage dans la membrane.
Pour PchA, une telle séquence n’a pas été identifiée, bien que 10 des 20 premiers résidus en N-
terminal soient hydrophobes. De plus, lorsqu’on fusionne la protéine PchA par sa partie N-
terminale avec une protéine de type GFP, elle n’est ni fluorescente, ni fonctionnelle (résultats non
montrés), ce qui signifie que cette région est importante pour le bon fonctionnement de PchA. Des
études in vitro plus poussées avec par exemple des délétions de la partie N-terminale de la protéine
devront étre réalisées pour confirmer cette hypothese.

Nous supposons que cette association a la membrane doit étre un phénomene général pour
toutes les enzymes de biosyntheése de la voie PCH comme cela a été mis en évidence pour la voie
PVD. En effet, pour la voie PVD les quatre NRPS (PvdD, Pvdl, PvdJ, PvdL) ainsi que I’enzyme
PvdA sont partiellement associées a la membrane cytoplasmique et forment des spots fluorescents
aux poles des bactéries (Imperi and Visca 2013). Nous avons également mis en évidence la
formation de spots fluorescents aux poles des bactéries pour les protéines de fusion PchAyfp ou
PchAmCherry et PchEyfp ou PchEmCherry. Ces spots ne sont probablement pas dus a de
I’agrégation protéique, car des études de redistribution de fluorescence aprés photo-blanchiement
(FRAP — Fluorescence Recovery After Photobleaching) réalisées sur les protéines de fusion de la
voie PVD montrent que les protéines dans les spots sont dynamiques : apreés un photo-blanchiement
d’un spot de la bactérie, ce spot est reformé dans un intervalle de temps rapide (environ 2 secondes)
(Guillon et al. 2013). D’autre part, I’ajout de fer a des bactéries ayant des spots fluorescents aux
podles entraine une diminution rapide de ces spots. L’ensemble de ces résultats tend a démontrer que
les spots fluorescents formés ne sont pas dus a I’agrégation de protéines mais doivent avoir une

signification biologique. De plus, en absence de PchA, nous avons observé une diminution



significative des spots fluorescents formés par PchEmCherry. Ces résultats suggérent également
pour ces spots une réelle signification biologique et montrent que PchA pourrait étre nécessaire a
I’association a la membrane de PchE. Inversement, en absence de PchE aucun effet n’est observé
sur 1’association membranaire et la formation de spots de PchA. PchE pourrait donc é&tre
directement ou indirectement (par I’intermédiaire d’une tierce protéine) li€¢ a PchA, elle-méme liée a
la membrane interne par une liaison plus forte. Ceci n’exclut pourtant pas une interaction ou PchE
interagirait directement avec la membrane interne associée a une interaction nécessitant PchA pour
la stabiliser. Malheureusement, I’interaction entre PchA et PchE n’a pas pu étre visualisée, ni par
FRET, ni par immunoprécipation (Figure 24 et 25). L’absence de FRET n’exclut pas une proximité
entre ces deux protéines. En effet, pour que le FRET soit efficace entre deux partenaires, il faut que
les deux fluorophores soient bien orientés et distants de moins de 10 nm. Nous avons essayé de
vérifier I’interaction entre PchA et les autres enzymes de biosynthése de la PCH en purifiant PchA
et en essayant ensuite d’identifier les protéines interagissant avec PchA sur une colonne d’affinité.
Malheureusement, nous n’avons pas réussi a purifier PchA, bien que nous ayons utilisé les
protocoles de purification de PchA fournis par le laboratoire nous ayant procuré le plasmide de
surexpression de PchA (Meneely et al. 2013).

Alors que nous n’avons pas pu visualiser directement d’interaction entre les protéines de
biosynthese de la voie PCH, I’ensemble des données obtenues suggere fortement 1’existence d’un
sidérosome pour la voie PCH, comme pour la voie PVD. Ce sidérosome a pour but de rapprocher
les différentes protéines impliquées dans la biosyntheése du sidérophore dans la cellule bactérienne
pour ainsi diminuer la diffusion non controlée a travers tout le cytoplasme des précurseurs de
sidérophores qui pourraient y chélater le fer. Ce type d’organisation a pour conséquence
d’augmenter ’efficacité de biosynthese et ainsi de diminuer probablement le colt énergétique de la
production du sidérophore. L’association des sidérosomes a la membrane cytoplasmique suggere
que la biosyntheése des sidérophores est couplée a la sécrétion du sidérophore néo-synthétisé.
Comme nous I’avons déja mentionné, des sidérosomes ont €té¢ observées pour la voie PVD chez P.
aeruginosa (Imperi et al. 2008; Guillon et al. 2012). Des études sur deux enzymes impliquées dans
la biosynthése de I’entérobactine chez E. coli ont également mis en évidence une association
partielle a la membrane cytoplasmique (Hantash and Earhart 2000). Des études utilisant des
protéines de fusion fluorescentes chez un champignon (A4spergillus fumigatus) ont également
montré des spots fluorescents localisés dans les péroxisomes pour les enzymes de la biosynthése du
sidérophore de ce champignon (Grundlinger ef al. 2013). Tous ces résultats indiquent que les
sidérophores seraient synthétisés dans des complexes multiprotéiques de type sidérosomes, et que
cette organisation n’est pas restreinte a P. aeruginosa mais serait également présente chez d’autres

bactéries ainsi que dans d’autres organismes comme les champignons. L’existence de ces



sidérosomes apporte une vision complétement nouvelle de la biosynthése des sidérophores et peut-
étre de maniere plus générale de la biosynthese des métabolites secondaires sécrétés par les

bactéries.






Chapitre 5

L’étude du métallome de P. aeruginosa dans différentes

conditions de culture






1. Introduction

En raison de leurs différentes propriétés physico-chimiques et de leur abondance dans les
milieux biologiques, les différents métaux du tableau périodique n’ont pas le méme intérét pour les
bactéries. Un grand nombre d’études s’est intéressé aux différents mécanismes d’acquisition, de
résistance, d’efflux et de régulation de la concentration des métaux dans les bactéries, sans vraiment
connaitre les concentrations de 1’ensemble de ces différents métaux dans les bactéries. Une seule
¢tude s’intéressant a la composition en métaux d’E. coli a été réalisée. En effet, Outten et
O’Halloran ont mesuré la concentration des différents métaux dans E. coli cultivé dans deux
conditions différentes (Outten and O'Halloran 2001). Nous avons voulu vérifier si la composition de
ce métallome était similaire chez P. aeruginosa.

De plus, bien que I’implication des sidérophores dans ’homéostasie du fer ait clairement été
mise en évidence, leur(s) role(s) dans ’homéostasie des autres métaux a(ont) été trés peu vérifié(s).
Par contre, il a ét¢ mis en évidence que les deux sidérophores, PCH et PVD, sont capables de
chélater certains métaux avec des affinités allant jusqu’a 10%¢?M? pour le complexe PCH,-Zn
(Braud et al. 2009; Brandel et al. 2012). Au laboratoire, différentes études avaient fortement
suggéré un role pour les sidérophores dans la résistance aux métaux toxiques chez P. aeruginosa.
En revanche, jusqu’a présent aucune étude n’a porté sur I’implication des sidérophores de P.
aeruginosa dans 1’homéostasie du métallome en général. Durant cette thése, nous nous sommes
intéressés a la composition du métallome de P. aeruginosa dans différentes conditions de culture et
a I’implication des sidérophores dans [’homéostasie du fer et dans I’homéostasie des autres métaux
biologiques. Dans une derniére partie, nous avons voulu connaitre 1’effet d’une surcharge en métal
biologique (Co, Ni, Cu Zn) ou en métal toxique (Cd, Pb) sur I’ensemble du métallome chez des

souches capables ou non de produire les sidérophores PVD et PCH de P. aeruginosa.






2. Contribution des auteurs
Ma contribution a été de réaliser I’ensemble des expériences de I’article. Les expériences
d’ICP ont été réalisées sur la plateforme analytique a Cronenbourg. V. Geoffroy m’a initié a la

préparation des bactéries pour les expériences d’ICP.
3. Résultats complémentaires (non publiés)

3.1 Proportion des métaux dans les différentes conditions de culture

Comme indiqué dans 1’article N°3 ci-dessus, nous avons quantifi¢ la composition en métaux
des bactéries cultivées dans trois conditions différentes ; le métallome variant selon les différentes
conditions (Figure 1 de D’article 3). Bien que nous ayons I’impression que les métallomes des
cellules de P. aeruginosa cultivées dans les deux milieux pauvres en fer soient similaires, la
proportion relative des métaux biologiques dans la bactérie est totalement différente (Figure 30). La
représentation utilisée dans la Figure 30 montre que les proportions relatives des différents métaux
entre le métallome des cellules cultivées en LB et en SM sont proches (bien que les quantités de
métaux soient différentes, Figure 1A de D’article 3). En revanche, ces proportions relatives des
différents métaux changent beaucoup pour le métallome des cellules cultivées en CAA. Dans ce
cas, la faible concentration en fer dans ces cellules est apparemment la raison de cette perturbation
(Figure 30). L absence de production des sidérophores n’influence pas ces proportions relatives de
métaux dans les métallomes des trois conditions de culture.

De plus, comme nous en avons discuté dans 1’article ci-dessus, selon le milieu dans lequel la
bactérie est cultivée, nous pouvons observer une grande différence dans le nombre d’atomes de fer
présents par bactérie. Cette différence existe également pour tous les autres métaux et bien qu’elle
ne soit pas aussi impressionnante que pour le fer, la différence pour le zinc par exemple représente
tout de méme 32 000 atomes par bactérie environ entre les bactéries qui ont été cultivées dans le

milieu riche LB et celles cultivées dans le milieu CAA (Tableau 3).



Figure 30 : Proportion du métallome de P. aeruginosa.

Les proportions de métaux biologiques dans la bactérie cultivée dans différentes conditions de culture (LB, SM et
CAA) sont représentées. (A) PAO1 en LB ; (C) PAO1 en SM ; (E) PAO1 en CAA ; (B) ApvdFApchA en LB ; (D)
ApvdFApchA en SM et (F) ApvdFApchA en CAA.



Atomes/CFU Concentration | Atomes/CFU Concentration )
Milieu Milieu Différence
max milieu min milieu

Na 2,45E+08 | SM 7,29E-02 1,15E+08 | CAA 2,03E-02| 130209926
Mg 8,57E+07 | SM 6,69E-04 2.74E+07 |LB 821E05| 58297964
K 4,05E+08 | SM 8,56E-02 9,05E+07 | CAA 1,25E-02| 314067460
Ca 1,97E+07 | LB 9,85E-05 4,90E+05 | SM 2,12E-06 19249544
\4 4,05E+04 | LB 491E-07 2,51E+02 | SM 9,58E-08 40212
Cr 2,20E+04 | CAA 5,77E-08 1,48E+03 | LB 8,08E-08 20563
Mn 6,21E+04 | LB 1,42E-07 1,50E+04 | sM 1,43E-06 47088
Fe 8,09E+05 | LB 4,34E-06 6,02E+04 | CAA 2.15E-08 749283
Ni 1,38E+04 | SM 3,75E-08 6,85E+03 | CAA 8,58E-08 6928
Cu 5,78E+04 | LB 1,52E-07 7,43E+03 | CAA 2,61E-08 50369
Zn 4,80E+05 | LB 1,53E-05 1,58E+05 | CAA 5,17E-07 321319
Mo 6,26E+03 | LB 7,37E-08 2,82E+03 | CAA 8,76E-08 3436

Tableau 3 : Différence de composition en métaux des bactéries cultivés en milieuxLLB, SM et
CAA de PAOL1 (P. aeruginosa).

En cas d’incapacité de détecter le métal les limites de détection ont été ajoutées en italique.

3.2 Le métallome de la bactérie en présence d’un excés de métal

Dans D’article, nous avons présenté les perturbations du métallome en présence d’un exces
de Ni et de Cd. Bien que moins impressionnantes, nous avons également observé des perturbations
du métallome en présence d’un exces de Co, Cu et Zn (Figure 31). Ici encore nous pouvons voir
qu’en absence de sidérophores, la bactérie accumule non seulement une plus grande quantité¢ du
métal que nous avons ajouté en exces, mais accumule également en plus forte concentration les
autres métaux composant le métallome. L’exceés de Co modifie les concentrations intracellulaires de
Cr, Fe et Zn dans la souche sauvage et ceci est encore accentué davantage pour la souche ne
produisant pas de sidérophores. L’exceés de Cu ne perturbe pas beaucoup la concentration des
différents métaux composant le métallome de la souche PAOI, alors que dans la souche
ApvdFApchA la concentration de la majorité des métaux est modifiée. Enfin, en présence d’un exces
de Pb, la bactérie accumule une trés grande quantité de ce métal ce qui ne perturbe que légerement
le métallome de PAOI1 mais d’une manicre plus significative le métallome de la souche ne
produisant pas de sidérophores.

L’expérience n’a pas été faite en exces de Fe. Le fer, de part sa solubilité, précipite a faible

concentration et il n’a donc pas été possible de réaliser cette expérience.
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Figure 31 : Facteurs de concentration du métallome de P. aeruginosa en présence d’un exces
de métal (Co, Cu et Pb).

Les bactéries ont été cultivées en milieu CAA en présence d’un exces de (A) 5 uM de Co (B) 5 uM de Cu ou (C) 1 uM
de Pb et la concentration des métaux a été mesurée par ICP-AES. L’expérience a été réalisée avec PAO1 en absence de
métal (barre blanche) et en présence d’un excés de métal (barre bleue) ainsi qu’avec la souche ApvdFApchA en présence
d’un exces de métal (barre noire).



L’étude du métallome de P. aeruginosa nous a permis d’obtenir la composition métallique
générale de cette bactérie cultivée dans des conditions de laboratoire. Pour la premiére fois, nous
avons pu mettre en évidence que le métallome de P. aeruginosa est similaire a celui d’E. coli et par
extension nous pouvons penser qu’il est probablement commun a un plus grand ensemble de
familles de bactéries. Ainsi le classement des métaux en quatre groupes proposé pour E. coli
(Outten and O'Halloran 2001; Nies and Silver 2007), a également pu étre validé pour P. aeruginosa.
Les métaux Na, Mg, K et Ca, présents en fortes concentrations dans la bactérie forment le premier
groupe et représentent la plus grande partie du métallome de la bactérie. Dans le deuxieme groupe,
représenté¢ par les éléments traces ou métaux appelés biologiques, nous avons trouvé chez P.
aeruginosa : le V, le Mn, le Fe, le Ni, le Cu, le Zn et le Mo. Comme pour E. coli, le Fe et le Zn
constituent la majeure partie des métaux de transition dans la bactérie. En revanche, concernant ce
groupe quelques différences avec le métallome d’E. coli ont été observées. Dans aucune des trois
conditions de culture de P. aeruginosa, le Co n’a été¢ détecté a I'intérieur de la bactérie. On peut
donc supposer que ce métal n’est pas essentiel pour P. aeruginosa. Le V représente environ 3 % des
métaux de transition trouvés dans les bactéries cultivées en LB et 1-2 % des métaux de transition
lorsque les cultures sont réalisées en SM et CAA, suggérant que ce métal pourrait €tre utilisé dans le
métabolisme de la bactérie. Afin de bien répondre a ces questions, il serait intéressant d’envisager
de cultiver la bactérie dans un milieu synthétique carencé uniquement en un seul métal et de voir si
I’ajout de ce métal peut induire une augmentation de croissance de la bactérie. Si en carence totale
de Co, par exemple, I’ajout de Co n’a pas d’effet sur la croissance, on peut clairement affirmer que
le Co n’est pas essentiel pour P. aeruginosa. Le troisieme groupe, les éléments essentiellement
toxiques, est constitué des métaux tels que Co et Cr. Le quatriéeme groupe proposé par Outten et
O’Halloran (Outten and O'Halloran 2001) est constitué de tous les autres métaux qui sont toxiques
pour les organismes vivants. Dans notre étude nous n’avons pas cherché a détecter ces métaux chez
P. aeruginosa.

Nous avons montré également que la concentration et la proportion relative des différents
métaux composant le métallome de P. aeruginosa varie en fonction du milieu de culture. En effet,
bien que la concentration totale en métaux de transition soit différente entre les bactéries cultivées
en LB (1,5.10° atomes/CFU) et celles cultivées en SM (3,5.10° atomes/CFU), les proportions
relatives de ces différents métaux sont trés similaires (par exemple, le Fe représente respectivement
56 et 51 % des métaux de transition pour le LB et le SM). En revanche, la différence pour les
bactéries cultivées dans les milieux SM et CAA ne se situe pas au niveau de la concentration totale

en métaux de transition (respectivement 3,5.10° et 2,6.10° atomes/CFU pour les bactéries cultivées



en milieu SM et CAA) mais au niveau des proportions relatives entre les métaux de transition (par
exemple, le Fe représente respectivement 51 et 23 % en SM et CAA).

Notre étude a également permis de mettre en évidence une variation trés importante des
facteurs de concentration (variation entre la concentration intracellulaire (dans P. aeruginosa) du
métal et la concentration extracellulaire (dans le milieu de culture)). Ces variations sont
dépendantes du milieu de culture et du métal. Ce sont les valeurs des facteurs de concentration du
fer qui ont été les plus impressionnantes. En effet, pour ce métal, la bactérie semble avoir développé
des systemes d’acquisition qui peuvent fonctionner dans des gammes de concentrations de métal
trés variées allant de milieux riches en fer a des milieux trés carencés. Ces facteurs de
concentrations vont bien slr étre proportionnels a I’énergie dépensée par la bactérie pour acquérir
ces différents métaux. Nos résultats démontrent clairement que la bactérie dépensera plus d’énergie
dans I’acquisition du fer comparé a I’acquisition d’ions comme le Na et le K.

La quantification des métaux présents dans les milieux de culture, nous a également permis
de corréler la concentration de fer extracellulaire a la quantité de sidérophores produits par les
bactéries. Dans nos conditions de culture, a une concentration de 320 nM en fer (en SM) le
sidérophore majoritairement synthétisé par les bactéries est la PCH, alors qu’en plus grande carence
en fer (21nM de fer en CAA) la production de PCH reste inchangée et celle de la PVD est fortement
activée (Figure 2 dans D’article 3).

Notre étude a montré une trés forte différence dans la concentration intracellulaire des
différents métaux et en particulier dans le cas du fer pour les bactéries cultivées en milieu LB
comparé a celles cultivées en CAA : respectivement 4,2 107 et 3,6 10* mol/L de fer pour les
milieux LB et CAA. Cette différence est probablement liée a la capacité de stockage des métaux
qu’a développé P. aeruginosa. Dans le cas du fer, des ferritines ont été identifiées comme
responsables du stockage du fer, avec 4 500 atomes de Fe stockés par ferritine (Yao et al. 2011; Rui
et al. 2012). En considérant la différence de concentration intracellulaire en fer entre les bactéries
cultivées en milieux LB (8 10° Fe/CFU) et CAA (6 10* Fe/CFU), 165 ferritines seraient mobilisées
pour stocker cette quantité de fer. Dans ce calcul, nous supposons que le fer supplémentaire acquis
par les bactéries en milieu riche est stocké a
100 %. Une autre maniere de stocker le fer et les autres métaux pour lesquels aucune protéine de
stockage n’a été identifiée chez P. aeruginosa serait de posséder un plus grand nombre de
métalloprotéines et métalloenzymes, liant et utilisant ces métaux. Cette réserve en métalloprotéines
pourrait permettre a la bactérie une croissance plus rapide, mais pourrait également étre transmise
aux cellules filles apres division. A mon avis, le stockage des métaux dans les métalloprotéines
(autre que les protéines dédiées uniquement au stockage comme la ferritine) représente un plus

grand intérét pour la bactérie, car il s’agit de métalloprotéines déja prétes a étre utilisées.



Nous avons été surpris de voir que I’absence de sidérophores n’avait qu’un 1éger effet sur
I’homéostasie du métallome en conditions de culture classiques. Méme I’effet des sidérophores sur
I’homéostasie du fer n’a pas été trés impressionnant, montrant que méme en absence de production
de PVD et PCH, la bactérie arrive a subvenir a ses besoins en fer par un systeme compensatoire. Ce
résultat a été a I’origine d’une étude protéomique décrite dans le prochain chapitre, avec comme
objectif d’identifier cette voie d’acquisition du fer. En revanche, nous avons pu confirmer
I’implication des sidérophores dans la protection ou la résistance des bactéries en présence d’un
exces de métaux dans le milieu de culture. En effet, comme ceci a déja été suggéré (Braud et al.
2010), les sidérophores jouent dans le cadre d’une contamination métallique (métaux biologiques en
exces ou métaux purement toxiques) un role protecteur en chélatant ces métaux pour éviter ainsi
leur diffusion passive dans la bactérie a travers les porines. Il est également intéressant de
remarquer que lors de telles contaminations métalliques, le profil du métallome et plus
particuliérement la concentration de chaque métal composant le métallome est plus affecté dans une
souche incapable de produire des sidérophores que dans une souche sauvage. Les sidérophores
auraient donc en plus de leur capacité a amener le fer dans la bactérie, un role dans la résistance aux
métaux en évitant ’accumulation du métal contaminant et en préservant ainsi la composition et le

profil du métallome.






Chapitre 6

L’étude du proétome de P. aeruginosa dans différentes

conditions de culture






1. Introduction

Dans le chapitre précédent (article 3) nous avons montré que la composition en métaux et
I’énergie mis en ceuvre par la bactérie pour acquérir ces métaux sont variables selon les conditions
de culture. Ceci implique une adaptation de P. aeruginosa aux différentes conditions de culture, qui
doit se traduire par une expression protéique différente et qui se module selon que le milieu soit
carencé en nutriments ou non.

De nombreuses études protéomiques ont déja été réalisées en comparant les différents taux
d’expression des protéines chez les bactéries Gram négatives (entre autres chez P. aeruginosa) entre
des milieux de cultures riches et carencés en fer (Llamas et al. 2008; Hare et al. 2012; Hare et al.
2012). Mais suite aux résultats obtenus lors de I’étude du métallome de P. aeruginosa, nous avons
voulu identifier les protéines et en particulier les protéines de transport membranaire exprimées
dans nos conditions de culture. De plus, par cette approche nous voulions identifier le systéme
d’acquisition du fer de P. aeruginosa qui est capable de compenser 1’absence de sidérophores.

L’ensemble des expériences de protéomique a été réalisé en collaboration avec 1’équipe de

Dirk Bumann au Biozentrum a Béle.






2. Résultats

2.1 Le protéome de P. aeruginosa dans différentes conditions de culture

Parall¢lement a 1’étude du métallome, nous nous sommes intéressés a la composition protéique des
bactéries cultivées dans les conditions utilisées pour 1’étude métallomique et nous avons plus
particulierement essay¢ d’identifier le systtme d’acquisition du fer mis en jeu en absence de
production des sidérophores PVD et PCH. En effet, suite aux résultats obtenus lors de 1’étude du
métallome, nous avons pu voir qu’en absence de production de sidérophores, les bactéries arrivent a
maintenir leur concentration intracellulaire en fer a un niveau quasiment équivalent a celle observée
dans des cellules productrices de sidérophores. Nous avons donc supposé qu’un autre systéme
d’acquisition du fer devait prendre le relais. Cette étude protéomique a été réalisée en collaboration
avec le laboratoire dirigé par Dirk Bumann au Bionzentrum a Bale. Les bactéries ont été cultivées
dans les trois milieux de culture utilisés pour 1’étude métallomique et récoltées par centrifugation en
fin de phase exponentielle comme pour 1’analyse métallomique. L’ensemble des données est joint
en annexe (Tableau Annexe 6).

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés a 1’expression des protéines impliquées dans la
voie PCH (Tableau 4) et PVD (Tableau 5) dans la souche sauvage PAOI et la souche ApvdFApchA
ne produisant pas ces deux sidérophores. Nous pouvons voir que pour la souche sauvage PAO1, ces
deux voies ne sont pas actives en LB. En revanche, en conditions pauvres en fer, SM (milieu

succinate) et CAA, les protéines des deux voies, PCH et PVD, sont exprimées.

PAO1 ApvdFApchA
Pyochéline LB| SM | CAA | LB | SM | CAA
fotX |PA4218| 15599414 0 1 1 0 1 1
fotC | PA4219| 15599415 0 0 0 0 0 0
fptB | PA4220| 15599416 0 2 0 0 1 1
fptA | PA4221| 15599417 3 22 24 0 16 25
ch
Z PA4222 | 15599418 0 5 7 0 3 7
pchl |PA4223 | 15599419 0 5 0 6 6
ch
]; PA4224 | 15599420 0 6 6 0 5 5
pchF | PA4225| 15599421 2 15 22 0 10 27
pchE | PA4226 | 15599422 1 19 27 0 17 32
pchR | PA4227 | 15599423 0 1 1 0 1 1
ch
]; PA4228 | 15599424 1 5 7 0 5 11
pch
c PA4229 ( 15599425 0 0 0 0 0 3
pchB | PA4230| 15599426 5 5 2 0 4 4
pchA | PA4231| 15599427 1 3 2 0 0 0

Tableau 4 : Expression des protéines de la voie PCH chez PAO1 et ApvdFApchA en milieux
LB, SM et CAA (P. aeruginosa).



Les bactéries sont cultivées en LB, SM ou CAA et prélevées en fin de phase exponentielle. Des analyses protéomiques
utilisant la méthode « Shotgun » permettent la détection d’une grande partie des protéines bactériennes. La premiére
colonne correspond au nom du geéne. La deuxiéme colonne représente le numéro du géne chez PAOI et la troisi¢me le
numéro gi de la protéine. Les valeurs représentent le nombre de spectres identifiés de chaque protéine.

PAO1 ApvdFApchA

Pyoverdine LB | SM [ CAA | LB | SM | CAA
pvdQ | PA2385 | 15597581 0 9 9 0 7 8
pvdA | PA2386 | 15597582 0 16 15 0 16 19
Jpvl | PA2387| 15597583 0 1 0 0 1 0
fpvR | PA2388 | 15597584
pvdR | PA2389 | 15597585 0 5 10 0 5 6
pvdT | PA2390| 15597586 0 3 5 0 5
opm
0 PA2391| 15597587 0 3 6 0 4 4
pvdP | PA2392 | 15597588 0 7 5 0 5 3
pvdM | PA2393 | 15597589 1 8 9 0 8 9
pvdN |PA2394| 15597590 0 7 6 0 4 5
pvdO | PA2395 | 15597591 0 1 2 0 2 2
pvdF | PA2396 | 15597592 0 2 2 0 0 0
pvdE | PA2397| 15597593 0 7 6 0 6 5
fpvA | PA2398 | 15597594 1 21 18 0| 21 17
pvdD | PA2399 | 15597595 0 19 22 0 16 18
pvdJ |PA2400| 110227056 0| 26 24 0| 22 22
pvdl |PA2402| 15597598 0| 46 58 0] 43 50
JovG | PA2403 | 15597599 0 1 1 0 1 1
JpvH |PA2404 | 15597600 0 0 0 0 0 0
JpvJ | PA2405 | 15597601 0 0 0 0 0 1
JpvK | PA2406 | 15597602 0 0 1 0 1 1
JpvC | PA2407 | 15597603 1 4 2 0 3 2
JpvD | PA2408 | 15597604 0 0 0 0 0 0
fpvE | PA2409 | 15597605
JpvF | PA2410| 15597606 1 0 3 3

PA2411| 15597607 0 3 2 0 3 2

PA2412 | 15597608
pvdH |PA2413| 15597609 0 17 17 0 15 19
pvdL |PA2424| 15597620 0| 49 64 0] 46 50
pvdG | PA2425| 15597621
pvdS |PA2426| 15597622 0 0 0 0 1 0
fpvB | PA4168 | 15599363 0 5 5 0 4 5

Tableau 5 : Expression des protéines de la voie PVD chez PAO1 et ApvdFApchA en milieux
LB, SM et CAA (P. aeruginosa).

La premiére colonne correspond au nom du gene. La deuxiéme colonne représente le numéro du géne chez PAOI et la
troisieme le numéro gi de la protéine. En rouge sont représentées les protéines qui n’ont pas été détectées avec cette
approche. Les valeurs représentent le nombre de spectres identifiés de chaque protéine.

Afin d’identifier le systéme d’acquisition du fer mis en jeu par les mutants de P. aeruginosa
incapables de produire les sidérophores PVD et PCH et cultivés en conditions carencées en fer

(milieu SM et CAA), nous nous sommes intéressés a tous les autres systémes d’acquisition du fer



connus chez cette bactérie (voir pages 54-61 dans I’introduction bibliographique) et a leurs niveaux
d’expression dans ces conditions de culture (Tableau 6). Nous avons vu que la voie du citrate n’est
exprimée dans aucune des conditions de culture testées. Pour la souche PAOI, cultivée en LB, la
bactérie utilise principalement le systéme d’acquisition du fer ferreux et probablement la perméase
HitB, étant donné que la protéine de liaison périplasmique HitA est exprimée. En conditions
pauvres en fer, PAO1 utilise principalement les deux sidérophores endogénes PCH et PVD, mais
exprime tout de méme un certain nombre d’autres protéines telles les systemes d’acquisition
d’héme, de fer via I’entérobactine et via d’autres sidérophores exogeénes, bien que nous n’avions
introduit ni héme ni entérobactine dans notre milieu de culture. Pour la souche ApvdFApchA,
I’expression d’aucune voie d’acquisition du fer n’est spécialement induite et nous n’avons donc
malheureusement pas pu identifier le systéme qui permet ’acquisition du fer en I’absence de

sidérophores.

PAO1 pvdFApchA
Citrate LB | SM CAA | LB | SM CAA
PA3899 | 15599094
fecR | PA3900 [ 15599095 0 0 0 0 0 0
fecA | PA3901 15599096 0 0 0 0 0 0
Fe2+
feoC | PA4357 15599553
feoB | PA4358 15599554 3 0 0 0 0 0
feoA | PA4359 | 15599555
Héme
PA4705 15599899
PA4706 | 15599900 0 0 0 0 0 0
PA4707 | 15599901 0 0 0 0 0 0
phuT | PA4708 | 15599902 0 7 8 0 7 8
phuS |PA4709 | 15599903 0 3 4 0 2 4
phuR | PA4TI0 | 15599904 0 12 13 0 18 15
PA3404 | 15598600 0 0 0 0 0 0
hasE | PA3405 15598601
hasD | PA3406 15598602
hasA
p PA3407 15598603
hasR | PA3408 15598604 0 2 5 0 3 4
Entérobactine
pird | PA0931 15596128 0 7 5 0 5 6
pfeR | PA2686 | 15597882 0 0 0 0 0 0
pfeS | PA2687 | 15597883 0 0 1 0 2 1
pfeA | PA2688 | 15597884 0 0 1 0 1 3
PA2689 | 15597885 0 0 0 0 0 0
PA2690 15597886
PA2691 15597887 0 0 2 0 0 3
fepC | PA4158 15599353 0 0 0 0 0
fepB | PA4159 | 15599354 0 2 1 0 1 1
fepD |PA4160 | 15599355
fepG | PA4161 15599356
Ferrioxamine
foxA |PA2466 | 15597662 0] 1] o] o 1] 2|




JoxI | PA2467 | 15597663 0 0 1 0 0 1
JoxR | PA2468 | 15597664

Ferrichrome
fiuA | PA0470 | 15595667 0 0 0 0 0 1
PA0471 15595668 0 0 2 0 0
Sfiul PA0472 15595669 0 0 0 0 0 0
Autres Fe
hitA | PA4687 | 15599882 7 4 5 4 5 4

hitB. | PA4688 | 15599883
PAS216 | 15600409

PAS5217 15600410 0 1 2 0 2 1
PA5218 15600411
Ferritine
bcp PA1008 15596205 0 3 2 0 2 2
bfp PA3530 15598726
bfrB | PA3531 15598727 1 1 1 1 1 1
finA PA4235 15599431 1 1 1 1 2
PA4880 15600073 3 0 0 2 0 0
Aerobactine/

Rhizobactine 1021/

Schizokinen

chtA | PA4675 | 15599870 1] 2] 3] o] 3] 3]
Vibriobactine

fvbA | PA4156 | 15599351 o] 1] 4] o] o] 2|
Mycobactine

femd |PA1910 | 15597106 0] o 0] o 1 0

femR |PA1911 | 15597107
feml |PA1912 | 15597108

Régulation
fur | PA4764 | 15599958 1] 1] 3] 1] 1] 3|
Tableau 6 : Expression des protéines impliquées dans P’acquisition du fer chez PAOI1 et
ApvdFApchA en milieux LB, SM et CAA (P. aeruginosa).

La premiére colonne correspond au nom du géne. La deuxiéme colonne représente le numéro du géne chez PAOI et la
troisiéme le numéro gi de la protéine. En rouge sont représentées les protéines qui n’ont pas été détectées avec cette
approche. Les valeurs représentent le nombre de spectres identifiés de chaque protéine.

Dans le cadre de cette étude protéomique, nous avons également voulu caractériser la
composition protéomique de la membrane externe. Les protéines de membrane externe ont une
structure en feuillet B et sont relativement bien détectées dans des études protéomiques. L’ import
dans la bactérie de tous les métaux biologiques impliquent des transporteurs de membranes
externes : des TBDTs pour le fer et des porines pour les autres métaux. Nous avons cherché a
connaitre le niveau d’expression de toutes les porines identifiées chez P. aeruginosa ainsi que de
tous les TBDTs identifiés (Tableau 7). Nous pouvons voir que cette composition en transporteurs de
la membrane externe varie significativement selon le milieu de culture. En effet, en conditions
riches en fer (LB), les porines représentent plus de 90 % des protéines de transport de la membrane
externe. En LB, les bactéries expriment principalement des porines, permettant d’acquérir les

nutriments et les porines les plus exprimées sont OprF (61 %), OprQ (11 %) et OprD (9 %) alors



que les TBDTs FpvA et FptA représentent seulement 1 et 3 % respectivement des protéines totales
de la membrane externe. En conditions pauvres en fer, la bactérie a besoin de concentrer activement
ce précieux métal qu’est le fer, et met ainsi en jeu différents transporteurs TBDTs. Ces derniers
représentent environ 50 % des protéines totales de la membrane externe lorsque P. aeruginosa
PAOL1 est cultivé en milieux SM et en CAA (Figure 32). Bien que la quantité de porines présentes
dans les membranes externes ne soit pas réduite drastiquement dans des conditions de cultures en
milieux SM et CAA, les TBDTs sont largement surexprimés comparé aux conditions de culture en
LB. La quantité de transporteurs protéiques présents dans la membrane externe est donc largement
augmentée en conditions carencées en fer. Les TBDTs majoritaires sont FptA (14 % des protéines
totales de la membrane externe) pour I’acquisition de la PCH ainsi que FpvA (13 %) et FpvB (3 %)
pour I’acquisition de la Pvd. Bien qu’aucune molécule d’héme n’ait été ajoutée aux deux milieux
pauvres en fer, la bactérie exprime les transporteurs d’heme PhuR (8 %) et HasR (1 %). Le
transporteur de 1’entérobactine PirA (4 %) est également surexprimé dans ces deux conditions. Ces
proportions de TBDTs dans la membrane externe varient trés peu entre la souche sauvage PAOL1 et
le mutant ApvdFApchA incapable de produire la PVD et la PCH. Comme nous 1’avons déja
mentionné ci-dessus, cette absence de différence dans le protéome de la membrane externe de ces
deux souches ne nous a pas permis d’identifier la voie d’acquisition du fer utilisée par le mutant

ApvdFApchA cultivé en milieu carencé en fer.
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Figure 32 : Composition de la membrane externe en protéines de transport et en porines chez
P. aeruginosa en milieux LB, SM et CAA.

Composition protéique de (A) PAOI en LB ; (B) ApvdFApchA en LB ; (C) PAOI1 en SM ; (D) ApvdFApchA en SM ;
(E) PAOI1 en CAA et (F) ApvdFApchA en CAA.

Nous nous sommes ¢€galement intéressés a 1’expression des systémes d’acquisition des
autres métaux dans les trois conditions de culture, toujours en comparant 1’expression dans la
souche sauvage PAOI et la souche ApvdFApchA ne produisant pas de sidérophores. Ces
transporteurs comme nous 1’avons vu dans 1’introduction bibliographique sont essentiellement
localisés dans la membrane interne. En raison de la difficulté de détecter les protéines de membrane
interne avec la méthode utilisée, I’expression d’une partie des transporteurs de membrane interne
n’a pas pu étre quantifiée. Néanmoins, nous avons pu voir que les bactéries cultivées en milieu LB
expriment une quantité plus importante de transporteurs MtgA et MgtE (impliqués dans
I’acquisition du magnésium) que celles cultivées en milieu SM ou CAA, ceci s’expliquant par la

différence de concentration en Mg dans ces milieux. (LB : 82uM ; SM : 670uM ; CAA : ImM)



De plus, dans la souche ApvdFApchA, nous avons pu observer une légere surexpression de

la porine OprC.
PAO1 ApvdFApchA
Autres métaux LB ‘ SM | CAA | LB | SM | CAA
Porines
oprC |PA3790 | 15598985 2 14 8| 10 16 13
oprQ |PA2760| 15597956 12 10 8 9 10 6

Transporteur de

membrane interne

cord [PA5268 | 15600461 0] 0 o[ 2] o 0
hmtd | PA2435 | 15597631

mgtd | PA4825 | 15600018 | 13] 5 7] 197 6 7
mgtE | PA0913 [ 15596110 4] 1 o] o] 1 1
modA | PA1863 | 15597060 0 o0 o] o] o 0
modB | PA1862 | 15597059

modC [PA1861 | 15597058

mod

D PA1860 | 15597057 2 1 0| 2 1 0
znud | PA5498 | 15600691 0 1 o[ o] 1 0
znuB | PA5501 | 15600694

znuC | PA5500] 15600693

Régulateur
zur | PA5499 | 15600692 0] 2] 1| o] 2] 1]

Tableau 7 : Expression des protéines impliquées dans I’acquisition des métaux chez PAO1 et
ApvdFApchA en LB, SM et CAA.

La premiere colonne correspond au nom du geéne. La deuxiéme colonne représente le numéro du gene chez PAOI et la
troisiéme le numéro gi de la protéine. En rouge sont représentées les protéines qui n’ont pas été détectées avec cette
approche. Les valeurs représentent le nombre de spectres identifiés de chaque protéine.



2.2 L’activation de I’expression des voies PVD et PCH dans la souche
ApvdFApchA

Lors de cette étude protéomique, nous avons observé que les protéines de la voie PVD et PCH sont
exprimées dans la souche ApvdFApchA en conditions de culture carencées en fer. En effet, bien que
les deux voies aient des systemes de régulation différents, elles nécessitent toutes les deux d’apres
la littérature, la présence de leur sidérophore respectif pour induire leur expression (Michel et al.
2005; Llamas et al. 2014). La voie PVD est régulée par les facteurs sigma/anti-sigma FpvR/PvdS-
Fpvl. L’expression est activée apres liaison a la surface de la bactérie du sidérophore PVD en
complexe avec le fer ferrique sur le transporteur de membrane externe FpvA. En théorie, dans une
souche ne produisant pas de PVD comme ApvdFApchA, on ne s’attend donc a aucune expression
des protéines de la voie PVD. Pour la voie PCH, ici encore c’est bien la liaison au niveau du
cytoplasme bactérien entre le sidérophore PCH en complexe avec le fer avec le régulateur
cytoplasmique PchR qui induit I’expression des genes de la voie PCH.

Pour déterminer si I’expression des protéines de la voie PCH en absence de production de
PCH et en milieu carencé en fer est due a une induction par le régulateur PchR seul (non lié au
complexe PCH»-Fe) ou par un autre syst¢tme d’induction, nous avons réalis¢ une deuxi¢me série de
tests protéomiques sur une souche mutée pour le régulateur PchR (ApvdFApchAApchR) (Tableau
8). Cette expérience nous a permis de montrer que les protéines de la voie PCH sont exprimées en
I’absence de sidérophore mais pas en I’absence du régulateur PchR. L’induction en carence de fer
est donc bien due a une activation via PchR qui ne nécessite pas de sidérophore pour induire

I’expression de la voie.

CAA
ApvdFApch
. PAO1 ApvdFApchAApchR
Pyochéline A
PA421
X |8 15599414 1 1 0
PA421
JptC |9 15599415 0 0 0
PA422
JptB |0 15599416 0 1 0
PA422
4 |1 15599417 24 25 3
pch | PA422
H 2 15599418 7 7 0
PA422
pchl |3 15599419 5 6 0
pch | PA422
G 4 15599420 6 5 0
PA422
pchF |5 15599421 22 27 0




PA422

pchE | 6 15599422 27 32 1
PA422

pchR |7 15599423 1 1 0

pch | PA422

D 8 15599424 7 11 0

pch | PA422

C 9 15599425 0 3 0
PA423

pchB | 0 15599426 2 4 2
PA423

pchAd | 1 15599427 2 0 0

Tableau 8 : Expression des protéines de la voie PCH chez PAO1, ApvdFApchA et
ApvdFApchAApchR en milieu CAA.

La premiere colonne correspond au nom du géne. La deuxiéme colonne représente le numéro du géne chez PAOI et la
troisiéme le numéro gi de la protéine. En rouge sont représentées les protéines qui n’ont pas été détectées avec cette
approche. Les valeurs représentent le nombre de spectres identifiés de chaque protéine.

Pour répondre a cette méme question, nous avons aussi utilisé¢ certaines des souches
exprimant des protéines de fusion fluorescentes construites dans le chapitre précédent. Le marquage
fluorescent sur I’enzyme de biosyntheése PchE nous a servi de rapporteur d’expression des protéines
de la voie PCH. Nous avons comparé la variation de fluorescence correspondant a PchEmcherry
dans une souche délétée pour pchA et donc incapable de produire la PCH, en présence et en absence
d’un ajout de PCH purifiée au milieu de culture. Nous avons aussi suivi cette variation de
fluorescence dans un mutant délété pour le gene pchR. En milieu SM, la délétion de pchA a pour
effet de réduire la fluorescence de PchEmcherry indiquant une diminution d’expression de cette
enzyme (Figure 33). En ajoutant 100 uM de PCH a cette culture, nous rétablissons la fluorescence
de PchEmcherry en induisant I’expression des génes de biosynthése. En revanche, 1’ajout de 100
uM de PCH a la culture de la souche délétée pour les génes du régulateur pchR et de I’enzyme de
biosyntheése pchA, n’a induit aucune expression de PchEmcherry (Figure 33). Dans le milieu CAA
(milieu encore plus carencé en fer), la délétion de pchA n’entraine pas une diminution totale de
I’expression de PchE et I’ajout de 100 uM de PCH n’a pas d’effet sur I’expression de PchEmcherry
(Figure 33). Dans ces conditions, PchEmcherry est constitutionnellement exprimée, méme en
absence de PCH. En revanche, la délétion du geéne codant pour le régulateur pchR a pour effet
d’inhiber totalement I’expression de PchEmcherry signifiant d’une part que c’est bien PchR qui est
a D’origine de I’induction de ’expression de PchEmcherry et d’autre part que PchR est capable
d’induire I’expression des genes de biosynthese de la voie PCH méme en absence de PCH dans des
conditions tres carencées en fer (Figure 33).

Les deux approches nous ont permis de mettre en avant qu’en absence de PCH les protéines

de la voie PCH ne sont pas autant exprimées qu’en la présence du sidérophore. De plus, 1’ajout de



PCH exogéne au milieu de culture rétablit I’expression sauvage. En revanche, dans des conditions
de « grande carence » en fer (milieu CAA), les protéines de la voie PCH sont exprimées méme en
I’absence du sidérophore et cette induction est due a une activation de la transcription de I’opéron

pch par PchR seul et non en interaction avec le complexe PCH,-Fe .
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Figure 33 : Induction des protéines de biosynthese de la PCH par PchR.

La fluorescence de PchEmcherry a été mesurée et rapportée sur la croissance (DOgp nm). Les souches ApvdF-
pchEmcherry (rouge), ApvdFApchA-pchEmcherry (bleu), ApvdFApchA-pchEmcherry en présence de 100 uM de PCH

(vert) et ApvdFApchAApchR-pchEmcherry en présence de 100 uM de PCH (noir) ont été suivies en milieu SM (A) et
CAA (B).






L’approche protéomique nous a aisément permis d’étudier la composition en protéines des
membranes externes dans les trois milieux de culture. Comme attendu, en milieu LB, les bactéries
expriment principalement des porines. En effet, dans ces conditions riches en nutriments, la simple
diffusion des métaux a travers les porines est suffisante pour acquérir les ressources essentielles
pour la croissance bactérienne. Ces porines sont OprF, OprQ et OprD, principalement impliquées
dans I’acquisition de nutriments tels que le mannose et d’autres sucres (Figure 32 A-B).

En milieu carencé en fer, la bactérie a besoin d’exprimer des transporteurs actifs de
membrane externe de type TBDTs afin de subvenir a ses besoins en fer. En milieu SM et CAA nous
avons identifié la présence des transporteurs FptA, FpvA, FpvB, PhuR, HasR, PirA (Figure 32 C-
F). La présence dans les membranes externes de PAO1 des transporteurs spécifiques de 1’héme
(HasR et PhuR) et de I’entérobactine (PirA) a été trés surprenante, car ces composés (heme et
entérobactine) sont absents dans les milieux de culture. En effet, d’apres 1’état des connaissances
actuelles de la régulation de I’expression de ce type de protéines (Llamas et al. 2014), I’expression
de ces transporteurs ne devrait étre activée que si les molécules qu’ils transportent sont présentes
dans I’environnement de la bactérie. Plusieurs hypothéses expliquant ces surexpressions sont
possibles. Est-ce que les bactéries produisent ces transporteurs dans des milieux treés carencés en fer
par manque crucial de fer et un peu en « désespoir de cause » ? Est-ce que les bactéries expriment
ces transporteurs en comptant sur la production de sidérophores par d’autres espéces de
bactéries pouvant se trouver dans leur environnement ? Est-ce que ces transporteurs sont capables
de transporter des composés ayant des structures chimiques proches de 1’héme, de I’entérobactine,
de la PCH ou de la PVD, non identifiés mais produits par P. aeruginosa ou présents dans les
milieux de culture ? La derniere hypothése pourrait expliquer que les bactéries expriment
spécifiquement ces transporteurs et non pas tous les transporteurs TBDTs dédiés a I’acquisition du
fer.

L’étude du protéome des protéines de membrane interne a ét¢ moins aisée a cause de la
faible détection de ces protéines par les techniques de protéomique. L’étude des transporteurs de
métaux n’a donc pas pu étre compléte. La seule observation que nous ayons faite est la
surexpression des transporteurs de Mg (OprC, MgtA et MgtE) lorsque la concentration de Mg
diminue dans le milieu.

Finalement, le résultat de 1’étude protéomique le plus surprenant a été 1’expression des
protéines des loci des voies PVD et PCH dans la souche ApvdFApchA incapable de produire ces
deux sidérophores. En effet, en absence de production de PCH et en conditions de cultures tres

carencées en fer, les protéines de la voie PCH (Tableau 4) sont exprimées au méme niveau que dans



la souche sauvage PAOI1. Bien que les données actuelles de la littérature mentionnent que le
régulateur cytoplasmique PchR a besoin de lier le complexe PCH,-Fe pour induire I’expression des
genes (Lin ef al. 2013), dans nos condition expérimentales, PchR en absence de PCH semble étre
capable d’induire I’expression des geénes de la voie PCH. Ces résultats suggerent une régulation a
trois niveaux de la voie PCH. A une concentration de fer élevée (4,3 uM de fer en LB), la voie PCH
n’est pas exprimée, car réprimée trés certainement par la protéine régulatrice Fur. A une
concentration moyenne (320 nM de fer en SM — une concentration en fer 13 fois inférieure a celle
du LB), il y a induction de I’expression de la voie uniquement si le sidérophore PCH est présent, par
liaison de PCH,-Fe au régulateur PchR et le complexe formé se lie ensuite a son promoteur sur
I’ADN. A une concentration trés faible en fer (21 nM de fer en CAA, 16 fois inférieure a celle en
SM et 200 fois a celle en LB), I"induction de la voie PCH peut se faire méme en ’absence du
complexe PCH,-Fe. L’étude protéomique suggere le méme type de régulation pour la voie PVD,
alors que les systemes protéiques impliqués (facteurs sigma et anti sigma) sont tres différents. Ce
type de régulation est surprenant, car il semble évident que pour la bactérie il n’y ait aucun intérét a
exprimer ces protéines vu que le sidérophore n’est pas présent et ne pourra pas amener le fer vers le
cytoplasme de la bactérie. Pourquoi la bactérie exprime-t-elle un systéme qui n’est a priori pas
fonctionnel, alors qu’elle a le moyen de détecter 1’absence de PCH et ainsi mesurer 1’efficacité ou
I’inefficacité de ce systéme ? Ici encore plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce phénomene. Est-
ce que la bactérie produit les enzymes de biosynthese de la PCH en espérant qu’un des précurseurs
du sidérophore puisse remplacer la PCH ? Est-ce que la bactérie, pour acquérir le fer en conditions
trés carencées, exprime 1’ensemble de son arsenal d’acquisition du fer, c’est-a-dire les différentes
voies d’acquisition du fer présentes dans son génome ? Ceci serait un peu une derniere stratégie
utilisée en « désespoir de cause » et impliquant toutes les stratégies pouvant étre utilisées par la
bactérie. Comment se fait cette régulation au niveau de PchR ? Est-ce que le régulateur PchR peut
étre activé par une autre molécule ou par le fer ? On pourrait imaginer que le régulateur ait un site
de liaison pour le complexe PCH,-Fe et un autre pour le fer seul. Le régulateur pourrait ainsi avoir
trois conformations :

- En milieu riche en fer, le fer se liant sur le régulateur ferait passer ce dernier sous
une conformation inactive ce qui induit la répression de la production de PCH.
Cette répression de la voie PCH par PchR s’ajouterait a la répression par Fur.

- En milieu trés fortement carencé en fer, PchR n’est plus chargé en fer et devient
actif pour la régulation de la transcription des genes de la voie PCH. Dans ces
conditions, méme si la PCH n’est pas présente, la voie PCH est activée. C’est ce
qui a été observé par 1’étude protéomique pour les bactéries cultivées en milieu

CAA.



- En milieu moyennement carencé en fer (milieu SM dans nos expériences), PchR
serait chargé en fer donc inactif, mais la présence de faibles quantités de PCH va
induire une auto-activation de la transcription de la voie PCH par liaison de PCH,-
Fe a PchR.

Ce scénario reste une hypothése et des études supplémentaires sont nécessaires pour le

confirmer ou l’infirmer. Il serait par exemple intéressant de purifier PchR et d’étudier ses

interactions avec la PCH, le complexe PCH,-Fe, le fer seul et éventuellement d’autres métaux.






Chapitre 7

Implication de la pyochéline et de la pyoverdine

dans ’import des métaux






P. aeruginosa a besoin d’un grand nombre de métaux différents pour sa croissance et sa
survie. En effet, I’étude du métallome de P. aeruginosa nous a révélé que cette bactérie, comme E.
coli, accumule les éléments biologiques tels que le Fe, le Zn, le Ni, le Cu et le Mo. L’acquisition du
fer a largement été étudiée chez cette bactérie, mais I’acquisition des autres métaux reste encore
assez méconnue et bien que certains systemes d’acquisition des métaux aient été identifiés (Figure
5), il est fortement probable que P. aeruginosa en possede d’autres.

L’étude de la voie PCH était jusque 1a restreinte a 1’étude de la biosynthéese et de I’import du
complexe PCH,-Fe. Bien que certains travaux aient suggéré que la PCH n’est pas seulement
impliquée dans 1’acquisition du fer chez P. aeruginosa, son rdle exact dans le mode de vie de cette
bactérie n’a jamais pu étre clairement identifié. En effet, le laboratoire a mis en évidence que la
PCH peut non seulement chélater d’autres métaux comme le Zn, le Cu par exemple mais que
certains complexes sont ¢galement transportés dans la bactérie (Braud et al. 2009; Brandel et al.
2012). De plus, une autre étude, également effectuée au laboratoire, a pu montrer que la PVD peut
aussi chélater un grand nombre d’autres métaux que le fer et que certains de ces complexes sont
¢galement transportés au moins jusque dans le périplasme (Braud ef al. 2009; Braud ef al. 2010). En
revanche, nous n’avons pas pu montrer a ce jour, si ces transports avaient bien une signification
biologique ou s’ils étaient le résultat de transports accidentels d’autres métaux par les sidérophores
PCH et PVD.

Un des objectifs majeurs de cette theése a été d’apporter des €léments de réponse quant a
I’implication de la voie PCH dans I’homéostasie d’autres métaux que le fer chez P. aeruginosa.

Afin d’étudier I’implication de la PCH et de la PVD dans I’homéostasie d’autres métaux que
le fer, nous avons décidé dans un premier temps d’utiliser les souches exprimant les protéines de
fusion fluorescentes construites pour la premiere partie de cette thése. Pour des raisons d’intensité
de signal de fluorescence les protéines de fusions avec les deux NRPS, PchE-mCherry pour la voie
PCH et PvdJ-mCherry pour la voie PVD, ont été utilisées pour cette étude. Nous avons choisi
d’utiliser un marquage avec la protéine fluorescente mCherry, car les spectres d’émission de
fluorescence des proteines YFP et GFP sont trop proches du spectre d’émission de fluorescence de
la PVD. Ce marquage des enzymes de biosynthése de la voie PCH et de la voie PVD permet de
suivre directement 1I’expression de ces geénes et donc trés certainement de I’ensemble des enzymes
de biosynthese des sidérophores PVD et PCH; cette méthode nous permet ainsi de suivre la
régulation de I’expression de ces protéines. De plus, nous avons suivi par I[CP-AES ’accumulation
de différents métaux dans les cellules de P. aeruginosa via les voies PCH et PVD. Enfin, nous
avons tenté d’identifier une interaction possible entre les complexes PCH,-métaux et le régulateur

de la voie PCH, PchR.






2. Résultats

2.1 La régulation de I’expression des voies PCH et PVD par les métaux

Dans un premier temps, nous avons utilis¢ les souches pchEmcherry et pvdJmcherry afin
d’identifier quels métaux pourraient réguler I’expression des genes de biosynthese des voies PCH et
PVD. Ces deux souches produisent les sidérophores PVD et PCH dans les mémes proportions que
la souche sauvage PAO1 (Cunrath et al. 2014; Gasser ef al. 2015). Pour cela, nous avons ajouté en
début de culture en milieu CAA des concentrations croissantes de métaux (Figure 41). L’expérience
avec des concentrations croissantes en fer nous a servi de témoin positif afin de valider notre
approche (Figure 34). Nous pouvons voir que I’expression de PchEmcherry et PvdJmcherry et par
conséquent des deux voies PCH et PVD sont réprimées lorsque la concentration en fer augmente
dans le milieu et ceci de facon dose-dépendante. Pour la voie PCH, nous observons qu’a une
concentration de 100 uM de FeCls, I’expression de 1’enzyme de biosynthése est totalement
réprimée. Pour la voie PVD, cette répression est totale a une concentration de 50 uM de FeCls.
Nous avons représenté le rapport entre la fluorescence mesurée et la croissance bactérienne pour
éviter le biais de I’induction de croissance par le fer. En effet, I’ajout de fer au milieu a pour

conséquence d’induire fortement la croissance bactérienne.
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Figure 34 : Expression de PchEmcherry et PvdJmcherry en fonction de la concentration en
fer présente dans le milieu

La fluorescence (mCherry) des souches (A) pchEmcherry et (B) pvdJmcherry a été suivie a 610 nm au lecteur de plaque
96 puis Tecan Infinite et rapportée a la croissance bactérienne (DOgg nm). Des concentrations croissantes de FeCl; ont
été ajoutées en début de croissance. Noir — milieu CAA sans ajout de FeCls; Violet — 500 nM de FeCls; Bleu — 1 uM de
FeCls; Vert — 5 uM de FeCl;; Rouge — 10 uM de FeCls ; Orange — 50 uM de FeCl; et Brun — 100 uM de FeCls.

L’expérience a été répétée avec le Co, le Ni, le Cu et le Zn. Nous avons pu voir que le Co
réprime de facon dose-dépendante 1’expression de I’enzyme PchE. A une concentration de 10 uM,
I’expression de PchEmcherry est presque totalement réprimée (environ 10 % d’expression). En
revanche, I’expression de PvdJmcherry n’est réprimée qu’a 65 % comparé a celle sans ajout de Co
(Figure 35). Pour le Ni, ici encore la voie PCH est réprimée a 25 % pour une concentration de 100
uM alors que la voie PVD ne I’est qu’a 73 % (Figure 36). Concernant le Cu, aucun effet sur la voie
PVD n’a été observé, alors que la voie PCH est réprimée a environ 65 % pour une concentration de
100 uM (Figure 37). Enfin, le Zn n’a aucun effet sur la voie PVD mais influe sur I’expression de
I’enzyme PchEmcherry. A une concentration de 500 nM de Zn, I’expression de la voie de
biosyntheése est Iégerement augmentée (115 %), a une concentration de Zn variant entre 1 uM et 5
uM aucun effet n’a été observé, alors que pour toutes les concentrations testées au dessus de 5 uM

de Zn, la voie PCH est réprimée a environ 55 % (Figure 38).
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Figure 35 : Expression de PchEmcherry et PvdJmcherry en fonction de la concentration en
cobalt présente dans le milieu.

La fluorescence (mCherry) des souches (A) pchEmcherry et (B) pvdJmcherry a été suivie a 610 nm au lecteur de plaque
96 puis Tecan Infinite et rapportée a la croissance bactérienne (DOggo nm). Des concentrations croissantes de CoCl, ont
été ajoutées en début de croissance. Noir — milieu CAA sans ajout de CoCl, ; Violet — 10 nM de CoCl, ; Bleu — 50 nM
de CoCly; Vert — 100 nM de CoCl,; Rouge — 500 nM de CoCl,; Orange — 1 uM de CoCl, ; Brun — 5 uM de CoCl, et
Gris — 10 uM de CoCl,.
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Figure 36 : Expression de PchEmcherry et PvdJmcherry en fonction de la concentration en
nickel présente dans le milieu.

La fluorescence (mCherry) des souches (A) pchEmcherry et (B) pvdJmcherry a été suivie a 610 nm au lecteur de plaque
96 puis Tecan Infinite et rapportée a la croissance bactérienne (DOggo nm). Des concentrations croissantes de NiCl, ont
été ajoutées en début de croissance. Noir — milieu CAA sans ajout de NiCl, ; Violet — 500 nM de NiCl,; Bleu — 1 uM de
NiCl,; Vert — 5 uM de NiCl, ; Rouge — 10 uM de NiCl,; Orange — 50 uM de NiCl, et Brun — 100 pM de NiCl..
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Figure 37 : Expression de PchEmcherry et PvdJmcherry en fonction de la concentration en
cuivre présente dans le milieu.

La fluorescence (mCherry) des souches (A) pchEmcherry et (B) pvdJmcherry a été suivie a 610 nm au lecteur de plaque
96 puis Tecan Infinite et rapportée a la croissance bactérienne (DOggo nm). Des concentrations croissantes de CuCl, ont
été ajoutées en début de croissance. Noir — milieu CAA sans ajout de CuCl,; Violet — 500 nM de CuCl,; Bleu — 1 puM
de CuCl,; Vert — 5 uM de CuCl,; Rouge — 10 uM de CuCl, ; Orange — 50 pM de CuCl, et Brun — 100 uM de CuCl..
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Figure 38 : Expression de PchEmcherry et PvdJmcherry en fonction de la concentration en
zinc présente dans le milieu.

La fluorescence (mCherry) des souches (A) pchEmcherry et (B) pvdJmcherry a été suivie a 610 nm au lecteur de plaque
96 puis Tecan Infinite et rapportée a la croissance bactérienne (DO nm). Des concentrations croissantes de ZnCl, ont
été ajoutées en début de croissance. Noir — milieu CAA sans ajout de CuCl,; Violet — 500 nM de ZnCl,; Bleu — 1 uM
de ZnCl,; Vert — 5 uM de ZnCl,; Rouge — 10 pM de ZnCl,; Orange — 50 uM de ZnCl,; Brun — 100 pM de ZnCl, et
Gris — 100 uM de ZnCl..

Apres avoir étudié 1’effet des éléments traces sur les voies PVD et PCH, nous avons voulu
savoir si certains ¢léments toxiques pouvaient ¢galement avoir un effet sur I’expression des genes
de la biosynthése des voies PCH et PVD. Pour cela, nous avons réalisé la méme étude avec les

métaux Cd et Pb. Concernant le Cd, aucun effet n’a été observé pour la voie PVD. Pour la voie



PCH, nous avons noté une trés faible augmentation de I’expression de PchEmcherry (108 %) pour
des concentrations comprises entre 500 nM et 5 uM et une légere répression a 87 % pour 50 uM de
Cd a été observée (Figure 39). Le Cd devenant toxique a partir de 100 uM dans nos conditions,
nous n’avons donc pas pu €tudier I’effet du Cd au dela de cette concentration. L’ajout de Pb a pour
conséquence une faible augmentation (112 %) de D’expression de la voie PCH et une faible
diminution (85 %) de la voie PVD (Figure 40). Etant donné que dans nos conditions le Pb précipite

au dela de 500 uM, aucune mesure n’a donc été faite au dessus de cette concentration.
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Figure 39 : Expression de PchEmcherry et PvdJmcherry en fonction de la concentration en
cadmium présente dans le milieu.

La fluorescence (mCherry) des souches (A) pchEmcherry et (B) pvdJmcherry a été suivie a 610 nm au lecteur de plaque
96 puis Tecan Infinite et rapportée a la croissance bactérienne (DO g nm). Des concentrations croissantes de Cd(NO;),
ont été ajoutées en début de croissance. Noir — milieu CAA sans ajout de Cd(NOs), ; Violet — 500 nM de Cd(NOs),;
Bleu— 1 uM de Cd(NOs),; Vert — 5 uM de Cd(NOs), ; Rouge — 10 uM de Cd(NO;), et Orange — 50 uM de Cd(NO;),.
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Figure 40 : Expression de PchEmcherry et PvdJmcherry en fonction de la concentration en
plomb présente dans le milieu.



La fluorescence (mCherry) des souches (A) pchEmcherry et (B) pvdJmcherry a été suivie a 610 nm au lecteur de plaque
96 puis Tecan Infinite et rapportée a la croissance bactérienne (DOgp um). Des concentrations croissantes de Pb(NO;),
ont été ajoutées en début de croissance. Noir — milieu CAA sans ajout de Pb(NO;), ; Violet — 500 nM de Pb(NOs),;
Bleu — 1 uM de Pb(NOs),; Vert — 5 uM de Pb(NO;),; Rouge — 10 uM de Pb(NOs),; Orange — 50 uM de Pb(NOs),;
Brun — 100 uM de Pb(NO;), et Gris — 500 pM de Pb(NOs),.

Pour résumer, cette approche nous a permis de mettre en avant une nette différence de
régulation de I’expression des enzymes de biosynthese entre les voies PCH et PVD en fonction des
métaux. Pour la voie PCH, les métaux que I’on a testé peuvent étre classés en trois groupes. Le Fe,
le Co et le Ni ont pour effet de réprimer totalement 1’expression PchEmcherry et donc probablement
la production de la PCH de fagon dose-dépendante. Le Cu et le Zn répriment I’expression de
PchEmcherry d’environ 50 % alors que le Cd et Pb n’ont pas d’effet de répression (Figure 41 A).
Pour la voie PVD, seul le fer réprime totalement 1I’expression de PvdJmcherry et donc probablement

la production de PVD. Le Co, le Ni et le Pb ont pour effet une répression de 20 a 30 % de
I’expression de PvdJmcherry alors que le Cu, le Zn et le Cd n’ont aucun effet (Figure 41 B).
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Figure 41 : Expression de PchEmcherry et PvdJmcherry en fonction de la concentration en
métaux présents dans le milieu.

La fluorescence (mCherry) des souches (A) pchEmcherry et (B) pvdJmcherry en présence de métaux a été rapportée sur
la fluorescence en milieu CAA (considéré comme 100 % de fluorescence). Brun — FeCl; ; Rouge — CoCl, ; Vert —
NiCl; ; Bleu — ZnCl, ; Jaune — CuCl, ; Gris — Cd(NOs), et Noir — Pb(NOs),.



2.2 Le transport de métaux par la PCH et la PVD

Afin de quantifier le transport des complexes PVD-métaux et PCH,-métaux, nous avons
décidé de réaliser des expériences de transport suivies par I[CP-AES (Figure 42 et 43). Bien que les
expériences de transport du fer radioactif se fassent de facon courante au laboratoire, nous n’avons
pas acces a d’autres sources de métaux radioactifs.

Pour le fer radioactif, nous utilisons en général une concentration finale de fer de 100 nM a
500 nM. Les sidérophores ont été pré-incubés avec les métaux dans les proportions suivantes : 4
uM de métal et 4 uM de PVD ou 8 uM de PCH ; et le mélange ajouté a la suspension bactérienne
au temps t0. Nous avons utilisé¢ deux souches X et Y pour cette étude : les deux ne produisent ni la
PCH ni la PVD et I'une d’entre elles est également mutée pour le geéne fpt4 codant pour le
transporteur de membrane externe du complexe PCH,-Fe.

Nous avons observé qu’en plus du Fe, la PCH transporte le Co de facon spécifique (Figure
42 B). En effet, les complexes PCH,-Fe et PCH,-Co sont transportés a I’intérieur de la bactérie
lorsque le transporteur FptA est exprimé mais pas en son absence. Il serait intéressant de répéter
cette expérience en ajoutant un contrdle supplémentaire : les deux souches incubées en présence du
Co mais en absence du sidérophore.

Aucun transport du Ni, du Cu, du Cd et du Zn par la PCH n’a pu étre observé dans nos
conditions. Pendant les 30 minutes de mesure, aucun transport du Ni et du Zn n’a pu étre observé,
alors que pour le Cu, nous avons noté une accumulation de ce dernier dans la bactérie par un
mécanisme ne dépendant pas de la voie PCH. Pour le Cd, nous observons un transport a ’intérieur
de la bactérie dans la souche n’exprimant pas le transporteur FptA (Figure 41).

Concernant la PVD, nous avons uniquement observé un transport du fer via les transporteurs
FpvA ou FpvB. Pour le Co, le Cu, le Zn et le Cd un faible transport non PVD dépendant a été
observé. Pour le Ni, nous avons noté un transport a I’intérieur de la bactérie en absence des

transporteurs FpvA et FpvB (Figure 42).



Bz (FTL -

PCHy-Fe & 'PCH>-Co {

-
Tt I F [
TR S ‘ o
¥ 1w’
—il—
n ]
] 1% =
Tarmps [mmn)
i 2ot Fuid
B 110" |
1] L]
-] k-]
Tamps (mn]
oz 00" (E T r .
PCH2-
a0k
r %
zhawr H
E 4 e
[ L
4] i 1] [ 1% b =]
Tamps [mrun| Temps [ran|

Figure 42 : Transport des métaux Fe, Co, Ni, Cu, Zn et Cd en complexe avec la PCH dans les
cellules de P. aeruginosa.

Des cultures a DO 1 des souches ApvdFApchA (blanc) et ApvdFApchAAfptA (bleu) en CAA ont été incubées en
présence de complexe PCH,-métal a une concentration de 8 pM de PCH et 4 uM de métal. Les culots bactériens ont été

lavés a H,O ultra pure et les quantités de métaux ont été mesurées par I[CP-AES. Les métaux utilisés sont (A) FeCl; ;
(B) CoCl,; (C) NiCl, ; (D) CuCl, ; (E) ZnCl, et (F) Cd(NOs)s.
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Figure 43 : Transport des métaux Fe, Co, Ni, Cu, Zn et Cd en complexe avec la PVD dans les
cellules de P. aeruginosa.

Des cultures a DO 1 des souches ApvdFApchA (blanc) et ApvdFApchAAfpvAAfpvB (vert) en CAA ont été incubées en
présence de complexe PVD-métal a une concentration de 4 uM de PVD et 4 uM de métal. Les culots bactériens ont été
lavés a H,O ultra pure et les quantités de métaux ont été mesurées par ICP-AES. Les métaux utilisés sont (A) FeCl; ;
(B) CoCly; (C) NiCl, ; (D) CuCl, ; (E) ZnCl, et (F) Cd(NO3)s.



2.3 Interaction entre PchR et PCH-métal

Afin d’identifier une interaction possible entre le régulateur PchR de la voie PCH et les
complexes PCH,-métaux nous avons décidé de purifier PchR et d’essayer de mesurer une
interaction possible par fluorescence. En effet, le laboratoire de C. Reimmann a pu mettre en
évidence I’interaction entre le complexe PCH,-Fe et le régulateur PchR par une approche de FRET
basée sur la fluorescence de la PCH (Lin ef al. 2013). Nous comptions utiliser cette méme approche
pour mesurer les interactions possibles entre PchR et les complexes PCH,-métaux. Le laboratoire de
C. Reimmann, nous a donc fait parvenir le plasmide de surexpression pME9275 contenant le géne
pchR marqué par la protéine MBP en N-terminal. Apres la purification du régulateur (Figure 44),
nous avons tent¢ de mesurer 1’interaction entre le régulateur PchR et le complexe PCH,-Fe en
utilisant le protocole publié par ce laboratoire, mais nous n’avons malheureusement pas réussi a
reproduire ces résultats. Une autre approche pour mesurer une éventuelle interaction devra étre
utilisée.

A

Figure 44 : Purification de MBP-PchR.

(A) Profil de purification de PchR avec une étiquette MBP en N-terminal. La purification s’est faite sur un systéme
ACTA purifié avec une élution en une étape avec du maltose. (B) Bleu de coomassie révélant la présence d’une
protéine majoritaire (MBP-PchR) dans les fractions 2 a 8. La purification n’a pas pu éliminer toutes les impuretés.






L’étude de la régulation par les métaux des voies de biosynthese de la PCH et de la PVD
nous a permis de mettre en évidence une nette différence de régulation entre les deux voies.

Pour le fer, I’expression de PchEmcherry et Pvdimcherry et par conséquent les deux voies
PVD et PCH sont réprimées par la présence en fer, mais la voie PVD est réprimée totalement a une
concentration plus faible de ce métal que la PCH. Ce résultat indique a nouveau qu’a des
concentrations de fer plus restreintes, la bactérie met plutot en jeu la voie PVD que la voie PCH.
Dans nos conditions expérimentales, les deux voies d’acquisition transportent les complexes PVD-
*Fe et PCH,-"Fe avec une efficacité similaire.

L’expression de PchEmcherry et par conséquent celle des protéines de biosynthése de la
voie PCH est régulée par la présence de Co, de Ni, de Cu et de Zn (Figure 41). Bien que Cu et Zn
ne répriment pas totalement 1’expression des enzymes de biosyntheése de la PCH, tous ces métaux
ont un effet sur cette voie. De plus pour le Co, nous avons pu mesurer un transport actif via la voie
d’acquisition de la PCH (Figure 42). Bien que nous n’ayons pas pu mesurer de transport de Ni, de
Cu et de Zn par la voie PCH et les conditions de transport (temps et concentrations) étant
probablement différentes pour chaque métal, il est tout de méme possible que la PCH puisse
incorporer ces métaux dans la bactérie. Des expériences de transport a des concentrations de métaux
plus élevées devraient €tre effectuées en ayant au préalable cultivé les bactéries sur un milieu
carencé pour le métal étudié. Ces résultats laissent donc a penser que la PCH est bien impliquée
dans ’acquisition d’autres métaux que le fer. Enfin, nous avons pu remarquer une augmentation
d’acquisition du Cd en absence de FptA. Ce résultat troublant pourrait éventuellement étre dii a une
surexpression d’un systeme d’acquisition non spécifique (porine par exemple) induisant
I’accumulation de Cd.

L’expression de PvdJmcherry et par conséquent des enzymes de biosynthese de la voie PVD
n’est régulée que par le fer. Bien que le Co, le Ni et le Pb induisent une trés légere répression
(Figure 41 B), ces résultats suggereraient que la PVD serait impliquée uniquement dans
I’acquisition du fer. Ici encore, lors des expériences de transport PVD-métal, nous avons pu
observer une accumulation de Ni en absence des transporteurs FpvA et FpvB. Comme pour le Cd
en absence de FptA, une surexpression d’une protéine d’acquisition non spécifique pourrait peut-
étre expliquer ce phénomene.

Pour tous les métaux, nous pouvons analyser les résultats obtenus selon deux points de vue.
On peut ainsi parler de répression des voies PCH et PVD en fonction de concentrations croissantes
des métaux d’une part ou d’activation des voies PCH et PVD en fonction de concentrations
décroissantes de métaux d’autre part. Pour le fer, nous savons que ces deux voies sont induites en

carence de fer par la présence du complexe sidérophore-Fe (régulation positive par PchR, pour la



voie PCH et par FpvR/Fpvl/PvdS pour la voie PVD) et réprimées par la présence d’une surcharge
en fer dans la bactérie via la protéine Fur. Pour les autres métaux, aucune donnée n’est disponible
pour expliquer les phénomeénes observés. Nous ne pouvons donc pas exclure qu’il s’agisse d’une
activation des voies PVD et PCH en réponse a une carence pour le métal testé, d’une répression de
ces voies par la présence d’une surcharge du métal étudié dans la bactérie ou comme pour le fer,
une combinaison des deux (activation et répression). Pour savoir s’il s’agit d’une activation, nous
pourrions imaginer de cultiver les souches pchEmcherry et pvdJmcherry dans un milieu carencé
pour le métal étudié. Ainsi, si I’expression des voies ne dépend que des concentrations en métaux
dans le milieu extracellulaire et qu’une ou les deux voies (PCH et PVD) sont impliquées dans
I’acquisition de ce métal, nous devrions voir une surexpression de ces voies. Si nous n’observons
pas d’induction de voies d’acquisition, il s’agira probablement seulement d’une répression des voies
par une protéine régulatrice cytoplasmique. Seule la protéine Fur a été identifiée comme pouvant
réprimer les voies PCH et PVD. Pour pouvoir identifier la protéine ou éventuellement un petit ARN
impliqué dans cette répression, des expériences de mutagénese pourront étre réalisées.

Dans notre étude, nous nous sommes uniquement intéressés a 1’expression des enzymes de
biosynthese des deux voies, PVD et PCH. Cette méme étude devrait étre effectuce sur les protéines
impliquées dans ’acquisition des sidérophores (FptXmcherry pour la voie PCH et FpvFmcherry
pour la voie PVD), dans la régulation (mcherryPchR pour la voie PCH et PvdSyfp pour la voie
PVD) et I’excrétion pour la voie PVD (PvdRmcherry/ PvdTmcherry/ OpmQmcherry). Ces études
pourraient ainsi nous permettre de mieux comprendre la régulation de ces voies par les métaux
autres que le fer. De plus, 1’étude in vitro des régulateurs PchR et PvdS et leurs interactions
possibles avec les différents complexes PCH-métal et PVD-métal ou avec les métaux seuls,
devraient amener des informations essentielles sur la régulation des voies PCH et PVD par les
métaux. Ces interactions pourront étre visualisées par spectrométrie de masse en conditions natives
mais cette approche nécessite une grande pureté protéique, ou par micocalorimétrie. Par ailleurs,
I’étude de D’interaction entre les complexes PchR-PCH,-métal ou PvdS-PVD-metal et ’ADN

(PchR-box et PvdS-box) pourrait aussi étre envisagé.



Chapitre 8
Le role des sidérophores PCH et

PVD dans Pinfection

de Drosophila melanogaster






1. Introduction

Les sidérophores PVD et PCH jouent un role important dans la virulence de P. aeruginosa
lors de I’infection. En effet, des études de crachats de patients infectés par P. aeruginosa ont montré
que les bactéries produisaient de la PCH (Hare ef al. 2012). De plus, en combinaison avec la
pyocyanine, une phénazine, le complexe PCH,-Fe serait cytotoxique pour les cellules eucaryotes en
formant des radicaux libres endommageant les cellules eucaryotiques (Britigan ef al. 1997). La
PVD joue elle aussi un réle important dans I’infection. Sa forte affinité pour le fer lui permet
d’entrer en compétition avec les protéines de stockage du fer de 1’hdte. De plus, la PVD induit
I’expression de I’exotoxine A et de la protéase PrpL (Lamont ef al. 2002; Cornelis 2010; Imperi ef
al. 2013).

Pour étudier le role des sidérophores PVD et PCH dans les différents stades de I’infection et
évaluer la virulence de la bactérie en absence d’un des deux sidérophores, nous avons choisi
d’utiliser le modele d’infection Drosophila melanogaster. Ces Drosophilae possédent deux
systetmes immunitaires (la cascade de signalisation Toll et IMD), tous deux impliqués dans la
réponse immunitaire contre P. aeruginosa (Horng and Medzhitov 2001). En collaboration avec S.
Haller du laboratoire de D. Ferandon, nous avons essayé de connaitre I’importance de la PCH et de

la PVD dans ’infection.






2. Résultats

2.1 Implication de la PCH et PVD dans l’infection de Drosophila
melanogaster

Dans un premier temps, nous avons voulu valider notre modéle d’infection en vérifiant
I’implication des sidérophores dans la virulence de P. aeruginosa. Pour cela, nous avons réalisé
plusieurs expériences de survie de Drosophilae infectées par P. aeruginosa PAO1, ApvdF (une
souche déficiente pour la production de PVD), ApchA (une souche déficiente pour le production de
PCH) et ApvdFApchA (une souche ne produisant ni PVD ni PCH). Nous avons mené ces
expériences d’infection dans deux lignées de Drosophilae, A5001 des mouches sauvages (Figure
45) et MyD88 des mouches ne possédant plus le systéeme immunitaire Toll (Figure 46). Afin
d’assurer une plus grande homogénéité, seules les mouches femelles ont été utilisées pour réaliser
les expériences.

L’infection par voie orale n’a malheureusement pas pu nous permettre de conclure a une
implication des sidérophores dans la virulence. La grande variabilité entre les trois séries
d’infections en LB (Figure 45 A-C) n’a pas permis de conclure ; le LT50 (lifetime 50 % : moment
ou 50 % de la population totale des mouches est encore présente) des mouches A5001 infectées par
PAO1 aété de 6, 11 et 7 jours et celle des mouches infectées par ApvdFApchA de 9, 10 et 7 jours, le
LT50 des mouches MyD88 infectées par PAOI et par ApvdFApchA ont été de 6, 8 et 4 jours et de 6,
9 et 4 jours respectivement.

Nous avons ensuite tenté de visualiser I’activation des voies PCH et PVD lors de I'infection.
Nous avons procédé a une infection septique des mouches A5001 et MyD88 par la souche pvdAyfp-
pchAmcherry exprimant les protéines de fusion PvdA-YFP et PchA-mCherry. Ensuite, nous avons
prélevé les hémolymphes des mouches et y avons observé la présence de bactéries ainsi que le
signal fluorescent des protéines marquées (Schéma Figure 47). Nous avons ainsi pu observer
I’activation des deux voies lors de I’infection (Figure 47). Lors d’une acquisition d’image
d’hémolymphe de MyDS88 nous avons détecté¢ la présence de bactéries dans un hémocyte de
Drosophile. Ces bactéries semblent surexprimer la voie PCH (Figure 47 B). En effet, le signal de
fluorescence PchA-mCherry est nettement plus intense dans les bactéries a D’intérieur des
hémocytes que dans celle présentes a I’extérieur. Pour la voie PVD, seul un faible signal fluorescent

de la protéine de fusion PvdA-YFP a été observé dans les hémolymphes.
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Figure 45 : Suivi de survie de Drosophila melanogaster AS001 infectée par P. aeruginosa.

Les mouches sont infectées par voie orale via une solution de sucrose contenant les souches de P. aeruginosa (Vert —
PAOL ; Rouge — ApvdF ; Bleu — ApchA; Orange — ApvdFApchA et Noir — sucrose). 20 mouches par tube sont stockées a
25°C. Les mouches vivantes sont comptées toutes les 12 h jusqu’a la mort de la derniére. Chaque courbe représente la
moyenne de 60 mouches. (A), (B) et (C) sont des infections réalisées avec P. aeruginosa cultivé en LB. (D) est une
infection réalisée avec P. aeruginosa cultivé en SM.
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Figure 46 : Suivi de survie de Drosophila melanogaster MyD88 infectée par P. aeruginosa.

Les mouches sont infectées par voie orale via une solution de sucrose contenant les souches de P. aeruginosa (Vert —
PAOI1 ; Rouge — ApvdF ; Bleu — ApchA; Orange — ApvdFApchA et Noir — sucrose). 20 mouches par tube sont stockées a
25°C. Les mouches vivantes sont comptées toutes les 12 h jusqu’a la mort de la derniére. Chaque courbe représente la
moyenne de 60 mouches. (A), (B) et (C) sont des infections réalisées avec P. aeruginosa cultivé en LB.



PvdAyfp PchEmcherry

Figure 47 : Image de fluorescence de pvdAyfp-pchAmcherry (P. aeruginosa) apreés infection
septique de Drosophila melanogaster A5001 et MyDS88.

Les mouches sont infectées par voie septique via une aiguille en tungsténe contenant la souche de P. aeruginosa
pvdAyfp-pchAmcherry. Les hémolymphes de (A) A5001 et (B) MyD88 de 30 mouches sont prélevées et observées au
microscope optique a épifluorecence. L’échelle représente 2 pm.



3. Discussion

Les expériences d’infection septique de Drosophilae nous ont permis de confirmer que les
voies PCH et PVD sont toutes les deux actives lors de I’infection. Etant donné que nous ne pouvons
pas comparer l’intensité de fluorescence entre YFP et mCherry (parce qu’elle dépend de
I’environnement de la protéine fluorescente et de la quantité de protéines), nous ne pouvons donc
pas en quantifier I’expression et ne pouvons pas comparer 1’expression des voies PCH et PVD par
cette approche. En revanche, nous pouvons affirmer que ces deux voies sont actives et que la voie
PCH semble étre plus active dans les bactéries présentes dans les hémocytes que celles présentes
dans I’hémolymphe, mais ceci reste a confirmer. Comme un tres grand nombre de mouches est
nécessaire pour réaliser des images de microscopie, le modele d’infection de la drosophile ne s’est
pas montré le plus adapté pour étudier notre systeéme biologique. De plus, bien que nous n’ayons
pas pu voir d’effet significatif concernant la survie des mouches, il est tout de méme fortement
probable que les voies PVD et PCH soient impliquées dans la virulence de la bactérie et qu’elles
contribuent a la lutte pour le fer entre le pathogeéne et 1’hote.

Afin de mieux étudier les effets des deux sidérophores lors de I’infection, un autre modele
d’étude sera probablement plus adapté. Pour s’approcher au mieux des conditions d’infections
humaines, 1I’étude d’infection de cellules humaines de poumons en culture pourrait étre envisagée.
Pour étudier la virulence des deux sidérophores, des infections de cellules avec des souches de P.
aeruginosa productrices ou non de sidérophores, suivi d’une analyse de survie des cellules par
cytométrie en flux pourront étre réalisées. De plus, afin d’étudier le phénomene d’expression de la
voie PCH a I’intérieur des cellules eucaryotiques, des infections par des bactéries exprimant des
protéines de fusion pour les voies de biosynthése de la PCH ou la PVD par exemple, pourront étre
réalisées. Des acquisitions d’images par microscopie confocale permettront peut-étre d’obtenir une
meilleure visualisation de ce phénomene. Cette approche a également 1’avantage de pouvoir avoir
acces a un trés grand nombre de cellules. Enfin, I’activation des deux voies lors des différents stades
de I’infection pourra étre ¢tudiée par des mesures de fluorescence en fonction du temps en lecteur
de plaque 6 puits. Ici encore, les souches portant un marquage fluorescent pourront servir a étudier
la biosynthese, la sécrétion, I’acquisition et la régulation des deux voies. Une étude avec ce type

d’infection est actuellement réalisée par Beata Basta au laboratoire.






Conclusion et Perspectives






L’ensemble des résultats obtenus durant cette thése a permis d’approfondir nos

connaissances dans le domaine de I’homéostasie des métaux et du fer chez P. aeruginosa.

L’étude de la localisation des protéines de la voie PCH nous a permis de suggérer
I’existence d’un sidérosome pour la biosyntheése de la PCH chez P. aeruginosa. Par analogie avec la
voie PVD, ce sidérosome devrait contenir toutes les protéines nécessaires a la biosynthese de la
PCH. Ce type d’organisation évite la diffusion des précurseurs de la PCH a travers tout le
cytoplasme. Les sidérosomes de la biosynthese de la PCH et de la PVD sont les seuls sidérosomes
identifiés a ce jour. Afin de mieux comprendre ce complexe multiprotéique, il serait intéressant
d’étudier la composition exacte du sidérosome. Des expériences d’immunoprécipitation pourraient
permettre d’identifier les différents partenaires. Ce type d’approche pourra peut étre servir a
connaitre la stoechiométrie de ce complexe et a connaitre les interactions entre les protéines du
sidérosome. Ces sidérosomes sont probablement tres difficiles a purifier par manque de stabilité,
mais on peut imaginer les stabiliser in vivo par des pontages chimiques, pour ensuite les purifier et
les étudier par microscopie €lectronique. Il serait aussi intéressant de vérifier 1’existence de
sidérosomes pour la biosynthése d’autres sidérophores chez d’autres especes bactériennes.

Concernant les mécanismes moléculaires impliqués dans 1’import des complexes PCH,-Fe
dans les cellules de P. aeruginosa de nombreuses questions subsistent. Nous avons confirmé
I’implication de FptX dans I’import de PCH,-Fe a travers la membrane interne de la bactérie et
avons déterminé pour la premiere fois son affinité pour PCH,-Fe. Que devient ensuite le complexe
PCH,-Fe, comment le fer se dissocie du chélateur, sont des questions qui subsistent encore. En
effet, rien n’est connu a ce jour du mécanisme et des protéines impliquées dans la dissociation du
fer de la PCH. De méme, les protéines et les mécanismes impliqués dans la sécrétion de la PCH
nouvellement synthétisée restent encore méconnus. De plus, quatre des 17 genes de la voie PCH
codent pour des protéines dont on ne connait pas encore la fonction (pchHI et fptBC). Les délétions
des ces genes n’ayant pas permis d’identifier leurs fonctions, des approches plus complexes devront
étre utilisées afin d’étudier leurs roles.

En revanche, une régulation de la voie PCH par différents métaux a pu étre mise en évidence
pour la premicre fois durant cette thése. La répression ou 1’activation de la voie PCH par certains
métaux biologiques est trés intrigante et nécessite encore des travaux expérimentaux pour mieux
comprendre ce phénomene. En effet, 1’étude in vitro du régulateur PchR et de sa capacité a lier des
complexes PCH,-métal et I’étude de la régulation de I’expression des transporteurs FptX et FptA
pourront apporter quelques ¢léments de réponse. De plus, I’identification d’un répresseur impliqué

dans cette régulation pourrait étre mis en évidence par délétion des répresseurs connus chez P.



aeruginosa, tel que Fur, Zur et d’autres. Enfin, il serait également intéressant d’étudier cette
régulation par les métaux dans le biofilm.

Nous avons également montré que la voie PCH serait impliquée dans le transport du cobalt.
Il serait intéressant de continuer a vérifier si d’autres métaux seraient transportés par cette voie et si
ces transports ont une réelle signification biologique et sont essentiels a la croissance de P.

aeruginosa.

L’étude du métallome et du protéome de P. aeruginosa dans les trois différentes conditions
de culture nous a apporté¢ un grand nombre d’informations. Nous avons pu pour la premiere fois
identifier tous les métaux biologiques présents dans les bactéries de P. aeruginosa et nous avons
aussi pu faire un parallele entre ce métallome et 1’expression des protéines de transport dans les
différentes conditions de culture testés. Nous avons pu montrer que les concentrations et les
proportions des métaux dans la bactérie peuvent changer selon le milieu de culture. Ces données
ouvrent la voie sur un grand nombre de projets de recherche potentiels. L’étude du métallome a
permis d’identifier une nette variation concernant la concentration intracellulaire des différents
métaux selon le milieu de culture. Il serait donc intéressant d’étudier les mécanismes de stockage de
ces métaux chez P. aeruginosa. La compensation de I’absence de sidérophores par un autre systéme
d’acquisition du fer a pu étre observée lors de ce travail, mais les protéines impliquées dans ce
phénomene, n’ont pas pu étre identifiées. Cet aspect pourrait étre étudié par délétion successive de
tous les systemes d’acquisition du fer connus chez P. aeruginosa.

Enfin, I’étude du métallome dans d’autres conditions de culture de laboratoire, par exemple
lors de I’infection ou encore avec des bactéries cultivées en biofilm pourrait étre envisagée, afin de
mieux comprendre 1’homéostasie des métaux dans les différentes conditions que rencontre P.

aeruginosa.

L’étude de I’implication des sidérophores lors de ’infection, n’a malheureusement pas pu
aboutir lors de cette thése, mais a permis d’ouvrir des pistes de recherches a venir. En effet, nous
n’avons pas pu clairement identifier un effet des sidérophores PCH et PVD dans la survie des
drosophiles, mais les résultats préliminaires obtenus lors de ce travail ont permis de mettre en place
un nouveau sujet de recherche. Au laboratoire nous travaillons en ce moment sur un modele
d’infection de cellules humaines de poumons et essayons d’identifier le rdle et I’importance des

voies PCH et PVD dans I’infection.






Materiel et Methodes






Dans ce chapitre les téchniques non publiées sont présentées et le

protocole expérimental est détaillé.

1. Souches bactériennes et conditions de culture

Les souches P. aeruginosa (Tableau Annexes 1) sont cultivées pendant 16 h en LB (20 g/L
Lysogeny Broth [Difco]) a 37°C sous agitation. Ensuite la culture est lavée deux fois avec deux
volumes de SM (7,46 g/L K,HPO4, 3H,0 (174,18 g/mol) [Merck : 105104] ; 3 g/L KH,PO, (136,09
g/mol) [Carlo Erba : 361507] ; 1 g/L (NH4),SO, (132,14 g/mol) [Merck : 101217] ; 0,2 g/L MgSOs,
7TH,O (248,48 g/mol) [Merck : 105886] ; 4 g/L succinic acid (118,09 g/mol) [Sigma Aldrich :
S3674] ; 3,1 g/L NaOH (39,997 g/mol)) ou de CAA (5 g/L Casamino Acids [BD : 223050] ; 1,46
g/L KH,PO, (136,09 g/mol) [Carlo Erba : 361507] ; 0,25 g/L MgSQO,, 7H,0 (248,48 g/mol) [Merck :
105886]). La culture est réensemencée dans deux volumes de CAA ou de SM pendant 20 h a 30°C
sous agitation. Cette préculture permet ensuite d’ensemencer du milieu frais (CAA ou SM) a DO
0,1 puis cultivé a 30°C pendant 24h sous agitation. Enfin la DO est mesuré et le surnageant ou le

culot bactérien est utilisé pour des analyses détaillées plus bas.

2. Extraction de pyochéline d’un surnageant de culture de P. aeruginosa

Objectif : Quantifier la pyochéline dans un surnageant de P. aeruginosa et la purifier (faible purté)

50 mL d’un surnageant d’une culture de P. aeruginosa cultivé en SM ou CAA comme décrit plus
haut, sont acidifiés pendant dix minutes avec de I’acide citrique pour atteindre un pH entre trois et
quatre. La pyochéline est extraite deux fois pendant dix minutes avec 25 mL de dichlorométhane.
La phase organique est séparée puis évaporée. L’extrait est solubilisé dans 2 mL de méthanol et la

pyochéline est dosée par mesure de son pic d’absorbance a 320 nm.

Remarque: En cas de stockage de la pyochéline, conserver a sec a -20°C et utiliser dans les deux

semaines.

3. Infection orale de Drosophila par P. aeruginosa



(Protocole de Samantha HALLER — IBMC)

Objectif : Infecter des Drosophilae par voie orale avec P. aeruginosa et mesurer la survie des

mouches.

Deux jours avant I’infection les Drosophiles sont triées et les femelles sont séparées et mises dans
des tubes contenant que du sucrose (50mM) comme nutriments. Les souches P. aeruginosa sont
cultivées pendant 16 h en milieu LB a 37°C sous agitation. Le jour de I’infection, deux filtres
absorbants sont inoculés avec une solution de sucrose a 50 mM contenant la suspension bactérienne

a DO 0,25. Des tubes de 20 Drosophiles sont placé a 25°C avec une humidité controlée.

Remarques : Les expériences ont été réalisées en collaboration avec I’'IBMC (équipe Dominique

Férandon).

The oral infecton model
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4. Infection septique de Drosophila par P. aeruginosa

(Protocole de Samantha HALLER — IBMC)



Objectif : Infecter des Drosophilae par piqlre avec P. aeruginosa et mesurer la survie des mouches.

Les souches P. aeruginosa sont cultivées pendant 16 h en milieu LB a 37°C sous agitation. Le jour
de I’infection, une aiguille stérile en tungsten est plongée dans une suspension bactérienne (PBS 1x)
a DO 10 puis les femelles sont piquées en dessous de I’aile. Les Drosophiles sont placé a 25°C avec

une humidité contrdlée.

Remarques : Les expériences ont été réalisées en collaboration avec I'IBMC (équipe Dominique

The septic injury infectdon model
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5. Préparation d’échantillons pour mesure d’ICP

Objectif : Quantifier les métaux contenus dans les bactéries.

Le culot d’une culture de P. aeruginosa cultivé en SM ou CAA comme décrit plus haut est lavé une
fois a I’eau ultra pure puis séché pendant 48 h a 55°C. Le culot est ensuite dissout dans de 1’acide
nitrique a 70% pendant 48 h puis dilué¢ avec de 1’eau ultra pure afin d’atteindre une concentration
d’acide a 1%. La suspention est filtré avec un filtre a 0,22 pm. Les suspentions sont analys¢ par

ICP-AES.

Remarque: Les mesures ont été réalisées sur la plateforme d’ICP a Cronenbourg par Pascale

RONOT.

6. Microscopie électronique

Objectif : Observer les bactéries au microscope électronique.



Le culot d’une culture de P. aeruginosa cultivé en SM ou CAA comme décrit plus haut est lavé une
fois au tampon TRIS a pH 8 puis un fois au tampon Caco 0,1 M. Ensiutue le culot est repris dans un
petit volume de fixateur (Caco 0,1 M ; 2,5 % paraformaldéhyde ; 2,5 % Gluta). Une suspention est
déposé sur une lamelle en verre puis séchée a 55°C pendant 15 min. L’échantillon est enuite

métallisé au paladium et observé au microscope €lectronique.

Remarque: Les expériences sont réalisées sur la plateforme d’imagerie de 'IGBMC.

7. Etude du protéome de P. aeruginosa

Objectif : Mesurer le protéome de P. aeruginosa cultivé dans différentes conditions de culture.

Le culot d’une culture de P. aeruginosa cultivé en SM ou CAA comme décrit plus haut est lavé une
fois a I’eau ultra pure puis envoy¢ rapidement a la plateforme de protéomique au Biozentrum.

8ul d’urea (8M) et 2ul de RapidGest (1%) sont ajouté au culot et incubé pendant 10 secondes.
L’échantillon est soniqué pendant 1-2min puis incubé a température ambiante pendant 1.0 minutes
a 1000 tours par minute. L’échantillon est centrifugé pendant 2 min a 4°C a 14.000 tours par
minutes. Sul d’urea (8M) sont ajouté a 1’échantillon puis le pH est ajusté a 8,5. 0,5ul de TCEP a
0,2M (pour une concentration finale de SmM) sont ajouté a 1’échantillon et incubé pendant une
heure a 37°C. 0,5ul d’iodocetamide (pour une concentration finale de 10mM) sont ajouté a
I’échantillon et incubé pendant 30 minutes a 25°C. Enfin 0,5ul N-acétyl-cystéine (poiur une
concentrtation finale de 12,5mM) sont ajouté et incubé pendant 10 minutes dans le noir. Afin de
procéder a la trypsinolyse, de la Lys-C, 0,IM d’ammonium bicarbonate et 1ul de trypsin sont

utilisés. L’échantillon est ensuite purifié¢ est analysé par spéctrométrie de masse.

Remarque: La préparation de 1’échantillon et les mesures ont été réalisées sur la plateforme du

Biozentrum a Béle en collaboration avec 1’équipe de Dirk Bumann.
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8. Transport des métaux par la PCH ou PVD (détection d’ICP-AES)

Objectif : Mesurer 1’acquisition des métaux par les voies d’import de la PCH ou PVD (par détection
en ICP-AES).

Les sidérophores (PVD purté¢ HPLC ; PCH synthétique) sont incubés a une concentration de 4 mM
de PVD (1: 1) ou 8 mM de PCH (2 : 1) avec les métaux (Cd(NO;),; CoCl,; CuCl,; NiCly; FeCls;
ZnCly) a une concentration de 4 mM pendant 15 min a température ambiante. Les complexes
sidérophores-métaux sont ensuite ajoutés a une culture bactérienne pour une concentration finale de
4 uM de métal. Les bactéries sont récupérées a trois temps donnés (0 min, 15 min et 30 min) puis le
culot est lavé une fois a 1’eau ultra pure et les culot sont ensuite préparé pour 1’analyse en ICP-AES

comme décrit plus haut.

Remarque: Les mesures ont été réalisées sur la plateforme d’ICP a Cronenbourg par Pascale

RONOT.



Annexes






Plasmide

Nom Description
pOC1 pME3088mcherryPchA

pOC2 pME3088PchAmcherry

pOC3 pME3088PchEmcherry
pOC4 pME3088mcherryPchR

pOC5 pME3088FptXmcherry

pOC6 pME3088APchA
pOC7 pME3088APchE
pOC8 pME3088APchR
pOC9 pME3088AFptX
pOC10 pME3088APchl
pOCI11 pME3088PchEyfp
pOC12 pME3088FptXyfp
pOC13 pME3088PchAyfp
pOCl14 pME3088yfpPchR

Tableau Annexe 2 : Plasmides construits et utilisés lors de cette thése

Porines métaux pris en charge
oprC PA3790 Cu
oprQ PA2760 Fe Mg
Transporter de
membrane interne
cord PA5268 Mg Ni Co
hmtA PA2435 Cu Zn
mgtA PA4825 Mg
mgtE PA0913 Mg | Mn |
modA PA1863 Mo
modB PA1862 Mo
modC PA1861 Mo
modD PA1860 Mo
znuA PA5498 Zn
znuB PA5501 Zn
znuC PA5500 Zn
Régulateur
zur | PA5499 | Zn |

Tableau Annexe 3 : Noms de protéines impliquées dans I’homéostasie des métaux et leurs
numéros de gene chez P. aeruginosa PAO1

Pyoverdine | Pyoché¢line




pvdQ PA2385 pvdl PA2402 fptX PA4218
pvdA PA2386 fpvG PA2403 fotC PA4219
fpvl PA2387 fpvH PA2404 fptB PA4220
JpvR PA2388 fovJ PA2405 fptA PA4221
pvdR PA2389 fpvK PA2406 pchH PA4222
pvdT PA2390 fpvC PA2407 pchl PA4223
opmQ PA2391 fpvD PA2408 pchG PA4224
pvdP PA2392 fpvE PA2409 pchF PA4225
pvdM PA2393 JpvF PA2410 pchE PA4226
pvdN PA2394 PA2411 pchR PA4227
pvdO PA2395 PA2412 pchD PA4228
pvdF PA2396 pvdH PA2413 pchC PA4229
pvdE PA2397 pvdL PA2424 pchB PA4230
fpvA PA2398 pvdG PA2425 pchA PA4231
pvdD PA2399 pvdS PA2426

pvdJ PA2400 fpvB PA4168

Tableau Annexe 4 : Noms de protéines des voies Pvd et Pch et leurs numéros de géne chez P.
aeruginosa PAO1

Heéme Enterobactin Ferrichrome
phuW PA4705 pird PA0931 fiuA PA0470
phuV PA4706 pfeR |PA2686 fiuR PA0471
phulU PA4707 pfeS | PA2687 fiul PA0472
phuT PA4708 pfeA PA2688 Mycobactine
phuS PA4709 fepC |PA4158 femA PA1910
phuR PA4710 fepB PA4159 femR PA1911
hasE PA3405 ferD | PA4160 feml PA1912
hasD PA3406 fepG | PA4161 Ferritin
hasAp PA3407 Aerobactine/ bfi-B PA3531
hasR PA3408 Rhizobactine 1021/ ftnA PA4235
hasS PA3409 Schizokinen bfd PA3530
hasl PA3410 chtd | PA4675 Régulation

Fe2+ Vibriobactine Sfur ‘PA4764
feoC PA4357 fbd | PA4156 Complexe Ton-B
feoB PA4358 Ferrioxamine tonB1 PAS5531
feoA PA4359 JfoxA PA2466 tonB2 PA0197

Citrate JoxI PA2467 tonB3 PA0406
fecl PA3899 foxR PA2468 exbB1 PAO0198
fecR PA3900 Fe3+ exbB2 PA0693
fecA PA3901 hitA PA4687 exbD1 PA0199

hitB PA4688 exbD?2 PA0694
Autres

PAS5216

PAS5217

PAS5218

Tableau Annexe 5 : Noms de protéines impliquées dans I’homéostasie du fer et leurs numéros
de géne chez P. aeruginosa PAO1



PAO1 ApvdFApchA

Pyoc

hélin| LB | sM | caa | LB | sm CAA

€
x| SRR 0 I 1 I i
orC gA421 12?9 0 0 0 0 0
VI P 0 2 0 I 1
fora | TSR0 3| 2| 4 16| 25
pehH 2PA422 ! fng 0 5 7 3 7
peht | FAY22 1 10 0 6 5 6 6
pchG ZA‘m ! 239 0 6 6 5 5
pehir | LA 105 2 15| 2 0| 27
pehi | PN 100 1 19| 27 17 3
pehr | DAY 100 0 I 1 I I
pehp | (A2 1759 1 5 7 s| 1
pehc | gAY 10 0 0 0 0 3
pehs | AN 108 5 5 2 4 4
pehd 11>A423 ! 2?9 1 3 2 0 0
Pyov
erdin| LB | sM | caa | LB | sm CAA

€
pvd0 §A238 ! §§f7 0 9 9 7 8
prda | AP 1007 o 16| 15 16| 19
fint | PAPSIIRY 0 I 0 I 0
jom | PAZS| 15397
pvdr | (A28 1 0 s 10 5 6
prar | A0 0 3 5 5 5
opm@ | 1A% 12227 0 3 6 4 4
pvdp | 22107 0 7 5 5 3
prdir | S0 19007 I 8 9 8 9
pran |50 2337 0 7 6 4 5
pdo | LA 12;?7 0 1 2 2 2
pdr | A1 0 2 2 0 0
vdE | PA239 | 13597 0 7 6 6 5




7 593
PA239 | 15597
fpvA ] 504 21 18 0 21 17
PA239| 15597
pvdD 9 505 19 22 0 16 18
PA240| 711022
pvdJ 0 7056 26 24 0 22 22
PA240 | 15597
pvdl 5 598 46 58 0 43 50
PA240| 15597
fovG 3 599 1 1 0 1 1
PA240| 15597
fovH 4 500 0 0 0 0 0
PA240 | 15597
fovJ 5 601 0 0 0 0 1
PA240| 15597
fovK 6 602 0 1 0 1 1
PA240| 15597
vC 7 603 4 2 0 3 2
PA240 | 15597
fpvD ] 604 0 0 0 0 0
PA240| 15597
VE g 605
. PA241| 15597
fpvF 0 606 2 4 0 3 3
PA241 | 15597
) 607 3 2 0 3 2
PA241| 15597
2 608
PA241| 15597
pvdH 3 609 17 17 0 15 19
PA242 | 15597
pvdL 4 620 49 64 0 46 50
PA242 | 15597
pvdG | 621
PA242 | 15597
pvdS 6 622 0 0 0 1 0
PA416 | 15599
fpvB ] 363 5 5 0 4 5
Citrate IB|SM | CAA |LB| SM | CcaAA
PA3899 | 15599094
fecR | PA3900 15599095 0 0 0 0 0 0
fecA | PA3901 15599096 0 0 0 0 0 0
Fe2+
feoC | PA4357 15599553
feoB | PA4358 15599554 3 0 0 0 0 0
feoA | PA4359 15599555
Heéme
PA4705 | 15599899
PA4706 15599900 0 0 0 0 0 0
PA4707 15599901 0 0 0 0 0 0
phuT | PA4708 15599902 0 7 8 0 7 8
phuS | PA4709 15599903 0 3 4 0 2 4
phuR | PA4710 15599904 0 2 13 0 18 15
PA3404 15598600 0 0 0 0 0 0
hasE | PA3405 15598601
hasD | PA3406 15598602
hasA
p PA3407 | 15598603
hasR | PA3408 15598604 0 2 5 0 3 4




Enterobactin

pird | PA0931 | 15596128 0 7 5 0 5 6
pfeR | PA2686 | 15597882 0 0 0 0 0 0
pfeS | PA2687 | 15597883 0 0 1 0 2 1
pfeA |PA2688 | 15597884 0 0 1 0 1 3
PA2689 | 15597885 0 0 0 0 0 0
PA2690 | 15597886
PA2691 | 15597887 0 0 2 0 0 3
fepC |PA4158 | 15599353 0 0 0 0 0 0
fepB | PA4159 | 15599354 0 2 1 0 1 1
fepD |PA4160 | 15599355
fepG | PA4161 | 15599356
Ferrioxamine
foxA |PA2466 | 15597662 0 1 0 0 1 2
foxI |PA2467 | 15597663 0 0 1 0 0 1
foxR |PA2468 | 15597664
Ferrichrome
fiud | PAO470 | 15595667 0 0 0 0 0 1
PA0471 | 15595668 0 0 2 0 0 0
fiul | PA0472 | 15595669 0 0 0 0 0 0
other Fe
hitA | PA4687 | 15599882 7 4 5 4 5 4
hitB | PA4688 | 15599883
PAS216 | 15600409
PAS217 | 15600410 0 1 2 0 2 1
PAS5218 | 15600411
Ferritin
bep | PA1008 | 15596205 0 3 2 0 2 2
bfp PA3530 | 15598726
bfrB | PA3531 | 15598727 1 1 1 1 1 1
finA | PA4235 | 15599431 1 1 1 1 2 3
PA4880 | 15600073 3 0 0 2 0 0
Aerobactine/
Rhizobactine 1021/
Schizokinen
chtA | PA4675 | 15599870 1] 2] 3] o] 3] 3]
Vibriobactine
fvbA | PA4156 | 15599351 o] 1] 41 o] o] 2|
Mycobactine
femA |[PA1910 | 15597106 0 0 0 0 1 0
femR |PA1911 15597107
feml |PA1912 | 15597108
Régulation
fur | PA4764 | 15599958 1 1] 3] 1] 1] 3
1B | sM | caa| LB | sm | CAA
Pori
nes
PA379 | 15598
oprC |0 985 14 10 16 13
PA276 | 15597
oprQ |0 956 10 9 10 6
Tran
sport
eurs
de

méta




ux

PAS526 | 15600
cord 8 461 0 0 2 0 0
PA243 | 15597
hmtd |5 631
PA482 | 15600
mgtAd |5 018 13 7 19 6 7
PAOQ91 | 15596
mgtE |3 110 4 0 0 1 1
PA186 | 15597
modA |3 060 0 0 0 0 0
PA186 | 15597
modB |2 059
PA186 | 15597
modC |1 058
PA186 | 15597
modD | 0 057 2 0 2 1 0
PAS549 | 15600
znuA 8 691 0 0 0 1 0
PAS50 | 15600
znuB 1 694
PAS50 | 15600
znuC |0 693
Régu
lateu
v
PAS549 | 15600
zur 9 692 0 1 0 2 1
Protéine de membrane
externe LB SM [CAA | LB SM | CAA
fptA PA4221 15599417 3 22 24 16 25
fpvA PA2398 15597594 1 21 18 21 17
fpvB | PA4168 15599363 5 5 4 5
fecA PA3901 15599096 0
phuR | PA4710 15599904 12 13 18 15
hasR | PA3408 15598604 2 5 3 4
pird PA0931 15596128 7 5 5 6
pfeA | PA2688 15597884 1 1 3
foxA PA2466 15597662 1 0 1 2
fiuA PA0470 15595667 0 0 1
PAO151 15595349
PA0192 15595390
PA0434 15595631 4 4 6 4
vred | PA0674 15595871
PAO781 15595978
PA1271 15596468 0 0
hxuC | PA1302 15596499 0 1
pfud |PA1322 | 15596519
PA1365 15596562 0 2 1
PA1613 15596810 0
femA | PA1910 15597106 0 1 0
cird PA1922 15597118
PA2057 15597253
PA2070 15597266
PA2089 15597285 0
PA2289 15597485 1 1
optO | PA2335 15597531
PA2590 15597786




PA2911 15598107

PA3268 | 15598464 1 1

PA4156 | 15599351 1 4 2
piud | PA4514 | 15599710 2 2 4 6
iutA | PA4675 | 15599870 1 2 3 3 3

PA4837 | 15600030 0
optl | PA4897 | 15600090 0
chtA | PA4675 | 15599870 1 2 3 3 3
oprB | PA3186 | 15598382 1 1 2 1 2 2
oprC | PA3790 | 15598985 2 14 8 10 16 13
oprD | PA0958 | 15596155 10 9 7 9 7 8
oprE | PA0291 | 15595488 2 8 4 5 7 3
oprFF | PA17T77 | 15596974 64 23 15 44 20 17
oprG | PA4067 | 15599262 4 0 0
oprH |PA1178 | 15596375 3 3 2 2 2

oprJ |PA4597 | 15599793
oprM | PA0427 | 15595624 |2 3 4 2 4 4
oprN | PA2495 | 15597691
oprO |PA3280 | 15598476
oprP | PA3279 | 15598475
oprQ |PA2760 | 15597956 |12 10 8 9 10 6

opr86 | PA3648 | 15598844 8 8 5 10 9
opdT |PA2505 | 15597701
PA2291 15597487 |1 1 2 1 2 2

Tableau Annexe 6 : Protéome de P. aeruginosa PAO1 et ApvdFApchA dans les conditions de
croissance LB, SM et CAA.
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- METALLOME ET
HOMEOSTASIE DU FER
CHEZ PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

Résumeé

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram-négatif, pathogéne et opportuniste,
responsable de nombreuses et sévéres infections chez 'lhomme. Ce microorganisme comme la plupart
des organismes vivants a besoin de fer pour sa croissance ainsi que d’autres métaux biologiques comme
le zinc, le cuivre, le nickel, le manganése, le cobalt, le molybdéne, le vanadium et d’autres. Afin d’aquérir
le fer P. aeruginosa produit deux sidérophores majeurs, la pyoverdine (PVD), souvent considérée comme
sidérophore principal, et la pyochéline (PCH).

Lors de cette thése nous avons pu démontrer les enzymes de biosynthése de ces sidérophores adoptent
une organisation spécifique aux pbles des bactéries. De plus, I'étude de la composition en métaux de P.
aeruginosa dans différentes conditions de cultures a pu démontrer que la bactérie adapte sa concentration

intracellulaire en métaux selon la composition du milieu extracellulaire.

Mots-clés : Pseudomonas aeruginosa, Fer, Métaux chez les bactéries, Sidérophores, Pyochéline,

Pyoverdine

Résumé en anglais

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic Gram-negative pathogen. It is
responsible for a wide range of human diseases. Iron is an essential element for this organism, like for
nearly all other organisms. To a lower extent this organisms needs other metals such as zinc, copper,
nickel, manganese and other for its survival. To acquire iron, P. aeruginosa secrets two major
siderophores, pyoverdine (PVD) and pyochelin (PCH).

During the thesis we have shown that the enzymes involved in the biosynthesis of theses
siderophores adopt a specific localization at the bacterial cell poles. Furthermore, the study of the metal
composition of P. aeruginosa in different growth conditions has shown that this bacterium is able to adapt

its internal metal concentration to the extracellular metal availability.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Iron, Metals in bacteria, Siderophores, Pyochelin, Pyoverdine




