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| INTRODUCTION

Pour bien savoir les choses, il faut en savoir le détail et, comme il est presque toujours infini,
nos connaissances sont toujours superficielles et imparfaites.

La Rochefoucault
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1 Bactéries pathogénes responsables d’'infections pulmonaires et
santé publique
A I'neure actuelle, les maladies infectieuses d'origine bactérienne continuent & poser un
véritable probléme de santé publique, en relation avec la résistance aux antibiotiques et par
conséquent a I'émergence de souches résistantes. J'ai principalement ciblé mon travail sur
des bactéries pathogénes responsables d'infections pulmonaires. Dans ce chapitre je vais
développer les problémes causés par Mycobacterium tuberculosis et par certains
pathogénes opportunistes chez les patients atteints de mucoviscidose.
Les mycobactéries sont & |'origine de pathologies infectieuses majeures, la principale étant la
tuberculose, causée par Mycobacterium tuberculosis. Alors qu'une large gamme de
meédicaments antituberculeux et qu'un vaccin, le BCG (Bacillus de Calmette et Guérin) sont
disponibles, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé en 2013 a 9,0 milions le
nombre de nouveaux cas dans le monde et a enregistré 1,5 millions de décés dus a la
tuberculose avec une majorité de cas située dans les pays en voie de développement
(figures 1 et 2) (WHO, 2014).

| Estimated TB incidence rates, 2043 . . .
REEEEE . Figure 1 - Taux d’incidence estimé

de la tuberculose en 2013 (WHO,
2014).
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La situation s'aggrave encore dans un grand nombre de pays en particulier due & la co-
infection avec le virus du sida (Virus d'Immunodéficience Humaine ou VIH) mais aussi aux
souches de M. tuberculosis devenues multi-résistantes (Multi-Drug Resistant ou MDR) voire
ultra-résistantes (Extensively Drug Resistant ou XDR) (figure 3) (Gordon et al., 2009; WHO,
2014).

Number of MDR-TB cases estimated to occur among notified pulmonary TB cases, 2013 " L
Figure 3 — Nombre estimé de cas de

tuberculoses MDR en 2013 (WHO,
2014). Ces nombres ont été estimés
parmi les cas de tuberculoses

pulmonaires notifiés.
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La lutte contre la tuberculose apparait @ I'heure actuelle comme une priorité en santé
publigue. L'OMS prévoit que le financement complet et la mise en ceuvre intégrale du Plan
mondial Halte & la tuberculose 2011-2015 permettront de sauver cing millions de vie d'ici &
2015. Outre la vaccination, le diagnostic et le traitement des patients, le plan mondial Halte
a la tuberculose 2011-2015 a pour objectif de favoriser et de promouvoir la recherche (WHO,
2006). Ainsi, de nombreux laboratoires se consacrent & l'étude de la  pathogénie
tuberculeuse d'un point de vue immunitaire et moléculaire.

De maniére plus anecdotique, mais avec une fréquence en hausse entre 1999 et 2006, les
mycobactéries atypiques, et notamment Mycobacterium abscessus, sont responsables
d'infections pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose (Roux et al., 2009). Or,
les infections pulmonaires sont la cause principale de mortalité et de morbidité chez ces
patients. Le pathogéne principalement impliqué est Pseudomonas aeruginosa qui sera décrit
dans le paragraphe 1.2.3. M. abscessus, qui sera décrit dans le paragraphe 1.2.4, est un
pathogéne émergent dans ce type d'infection (figure 4). Les problémes de résistances aux
antibiotiques sont également de plus en plus fréequents. En France, les souches de P.
aeruginosa multi-résistantes représentent 23 % de la totalité des infections avec ce germe
chez les patients de plus de 20 ans. Sont considérés comme multi-résistants les germes
résistants @ tous les antibiotiques dans au moins deux classes d'antibiotiques (Registre

Francais de La Mucoviscidose - Bilan Des Données 2012. 2014).
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1.1 Latuberculose

1.1.1 Les mycobactéries : généralités

1.1.1.1 Filiation taxonomique des mycobactéries
Les mycobactéries appartiennent a |'ordre des Actinomycetales et plus précisément & la
famille des Mycobacteriaceae qui ne comporte qu'un seul genre, le genre Mycobacterium.
Les 200 espéces appartenant au genre Mycobacterium présentent plusieurs caractéristiques

communes. La plus représentative est la paroi mycobactérienne représentée dans la figure 5.

Glycolipides
(TDM. PGL. PDIM.
PAT. DAT. LOS etc...) ~

Acides mycoligues — LAM

Arabinogalactane

Peptidoglycane

oo .
embrane plasmigue | L:J
e

PIMs Y o jod i
Protéines Protéines associges a

transmembranaires la membrane plasmigue

Figure 5 — Représentation schématique de la paroi mycobactérienne. Les mycobactéries sont caractérisées
par la présence d’'une épaisse couche externe riche en acides mycoliques constituant une barriére extrémement

efficace quant a sa permeéabilité. LAM: Lipoarabinomannane; PIMs: Phosphatidylinositol mannosides.

Cette paroi cellulaire complexe joue un réle actif dans le processus de virulence (Brennan
and Nikaido, 1995; Scandurra et al., 2008). De plus, cette couche hydrophobe forme une
barriere avec une perméabilité exirémement Ilimitée rendant les mycobactéries
naturellement résistantes a une large variété de stress environnementaux incluant aussi bien
la dessication que les agents antibactériens (Daffé and Draper, 1998). Cette paroi cellulaire
est particulierement riche en lipides complexes dont certains ont un réle central dans la

physiologie et la virulence de ces organismes (Gokhale et al., 2007). Cette richesse en lipides
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et notamment en acides mycoliques la rend incapable de fixer les colorants usuels. En
revanche, ce type de paroi est capable de fixer les colorants alcalins. De plus, elle résiste aux
décolorations par traitement & 'acide et a I'alcool. Les mycobactéries sont qualifiées de
Bacilles Acido-Alcoolo Résistants (BAAR). Pour leur coloration on utilise une coloration
spécifique dite coloration de Ziehl-Neelsen.

Au sein de ce genre on distingue trois groupes: le premier groupe est constitué par les
mycobactéries du « complexe tuberculosis» (MTBC) (M. tuberculosis, M. bovis et BCG, M.
africanum, M. canettii, M.microti, M. caprae et M. pinnipedii). Ce groupe se caractérise par
le fait que les mycobactéries sont uniquement retrouvées chez des hétes mammiféres. Le
second groupe n'est constitué que d'une seule espéce, M. leprae, qui est restreinte & un seul
héte: I'hnomme. Quant au dernier groupe, il est constitué par les mycobactéries atypiques
dont font parti M. marinum (décrit dans le paragraphe 4.2) et M. abscessus (paragraphe
1.2.4). Ces mycobactéries sont présentes dans I'environnement hydro-tellurique et peuvent

contaminer I'homme ou les animaux par cet intermédiaire environnemental.

1.1.1.2 Classification phénotypique
La construction d'un arbre phylogénétique basée sur quatre génes de ménages (ARNr16S,
hspé5, sod et rpoB) a permis de mettre en évidence une caractéristique phénotypique (la
vitesse de croissance) servant & classer les mycobactéries en deux groupes: celles &
croissance lente (plus de 7 jours) et celles a croissance rapide (moins de 7 jours) (Devulder et
al., 2005). Le groupe des bactéries a croissance lente comprend le complexe tuberculosis et
des mycobactéries atypiques dont M. marinum tandis que le groupe des bactéries a
croissance rapide est uniquement constitué par des mycobactéries atypiques dont M.

abscessus.

1.1.2 Origine et évolution de la tuberculose

Reconnue dés le néodlithique sur la base de témoignages anatomo-pathologiques, la
tuberculose a fidélement accompagné I'homme tout au long de son histoire. Chez 'homme,
elle est majoritairement provoquée par M. tuberculosis, bacille découvert en 1882 par Robert
Koch. Plus rarement, ce sont M. bovis et M. africanum qui sont en cause. Parmi les autres
mycobactéries du complexe tuberculosis, le bacile de Calmette et Guérin (BCG) est une
souche atténuée de M. bovis utilisé pour la vaccination. M. canettii a été plus tardivement
reconnu comme étant une espéce responsable de tuberculose de I'homme. Quant a M.
microti, c'est une espéce non pathogéne pour I'homme mais qui est impliquée dans des
infections animales.

Il est admis depuis quelques années que I'ensemble du complexe tuberculosis aurait évolué
a partir d'un méme ancétre commun appelé M. prototuberculosis ou plus généralement
désigné sous le terme de progéniteur du complexe tuberculosis. Cette théorie est survenue

suite a I'observation d'une perte d'ADN de certaines lignées du complexe tuberculosis. Des
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chercheurs ont émis I'hypothése que cet ancétre commun serait un pathogéne humain et
par conséquent contredirait I'hypothése selon laquelle M. tuberculosis aurait évolué a partir
de M. bovis agent de la tuberculose bovine (Brosch et al., 2002).

Une étude plus récente montre que le complexe tuberculosis est composé de 2 clades
indépendants (Wirth et al., 2008). L'un est exclusivement composé de lignées provenant de
I'hnomme tandis que I'autre est composé aussi bien d'isolats humains qu'animaux. Ce dernier
dérivant d'une lignée de pathogénes humains, I'hypothése selon laquelle le complexe
tuberculosis aurait pour origine un héte humain est renforcée. Par cilleurs, dans cette méme
étude, ils estiment I'Gdge du complexe tuberculosis a 40000 ans ce qui coincide avec
I'expansion des populations de I'homme "moderne” hors d'Afrique. De plus, ils observent une
forte et récente expansion démographique de presque toutes les lignées de M. tuberculosis
ce qui coincide cette fois-ci avec I'explosion démographique de I'homme depuis les deux
derniers siecles. lls en concluent qu'il existerait une réelle dimension dynamique entre |I'hbéte

humain et les populations de pathogénes.

1.1.3 Epidémiologie

Le réservoir de M. tuberculosis est strictement humain dans la mesure ou la bactérie n'a
jamais été retrouvée dans I'environnement. La tuberculose est une maladie contagieuse &
déclaration obligatoire qui se propage par voie aérienne. L'infection d'un hote se fait aprés
inhalation de goutelettes (aérosol) contenant un faible nombre de bacilles (Pieters, 2008).
Seules les personnes dont les poumons sont atteints peuvent transmettre l'infection.

Les conditions socio-économiques défavorables jouent un réle déterminant dans le
déclenchement de la maladie. En France, la tuberculose touche principalement les sujets
dgés, les personnes en situation de précarité, les jeunes enfants, les personnes immuno-
déprimées et les migrants en provenance de régions comme |'Afrique subsaharienne ouU les
prévalences de la tuberculose et de l'infection & VIH sont élevées.

De nombreuses études ont montré que des génotypes particuliers étaient associés a une
zone géographique donnée. Ainsi, des auteurs ont classé les souches tuberculeuses selon six
lignées chacune associée a une région particuliere, a I'exception d'une lignée dont la
distribution géographique est large (Amériques, Europe, Nord de I' Afrique, Moyen Orient). Ce
méme article souligne le fait que certains de ces génotypes peuvent également étre associé
a un phénotype particulier (Gagneux and Small, 2007). En effet, les souches de génotype
Beijing sont considérées dans certaines études comme hyper-virulentes (Lopez et al., 2003;

Manca et al., 2001; Roberts et al., 2007).
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1.1.4 Manifestations cliniques

La primo-infection est caractérisée par I'envahissement de I'organisme par la bactérie pour
la premiére fois. L'incubation dure 1 & 3 mois. Caractérisée par une Infra-Dermo-Réaction
(IDR) positive chez un sujet non vaccing, cette phase est majoritairement asymptomatique
(primo-infection latente). Quand elle s'exprime (primo-infection patente), les symptémes sont
fatigue, anorexie, amaigrissement et & la radiographie du thorax, I'apparition du nodule
primaire et d'adénopathies médiastinales. Deux évolutions sont possibles :

Contréle de la maladie au niveau du granulome (voir paragraphe 1.1.5) : guérison
spontanée dans 90 % des cas chez les patients immuno-compétents et dans 70 % des cas
chez les immuno-déficients ou portage du bacille sans signe de maladie évolutive, on parle
alors de tuberculose infection.

Le granulome ne contient plus la croissance bactérienne donnant lieu @ une maladie
évolutive pulmonaire pouvant, par dissémination lymphatique atteindre de nombreux
organes (rein, os, méninges...), on parle alors de tuberculose maladie, mortelle dans 50 % des
cas en |'absence de traitement. La tuberculose maladie est le plus souvent caractérisée par
une réactivation des bacilles quiescents dans les granulomes. Les formes pulmonaires sont les
plus fréquentes et les manifestations cliniques sont une altération de I'état général, une toux
avec expectoration, une fievre vespérale et des sueurs nocturnes ainsi qu'une anocrexie. |l
existe eégalement des formes graves dites « miliaires » avec dissémination hématogéne ainsi

que des formes extra-pulmonaires.

1.1.5 Physiopathologie

La physiopathologie de la tuberculose est un phénoméne complexe faisant intervenir deux
types de facteurs, d'une part, la virulence du bacille et d'autre part, la nature et |'intensité
des mécanismes de défense de |I'hdote. L'étroite coopération cellulaire fait intervenir des
réactions qui évolueront selon deux axes principaux: la formation du granulome et la nécrose
tissulaire.

Lorsqu'un malade infecté émet, en parlant, en toussant, un aérosol de fines goutelettes,
certaines sont chargées de quelques bacilles et sont alors mises en suspension dans
I'atmosphére. Le sujet contact peut alors respirer ces goutelettes qui vont arriver aux alvéoles
pulmonaires ou elles rencontrent les macrophages alvéolaires qui vont phagocyter les
bacilles tuberculeux.

Plusieurs situations sont possibles suite & ce premier contact. Si le nombre de mycobactéries
n'est pas trop élevé, il y aura digestion et élimination des bacilles aprés phagocytose. Si la
contamination est plus importante ou les défenses immunitaires de I'héte sont affaiblies, des
bacilles survivront et seront & I'origine de la phase de primo-infection. Dans le cas d'une
primo-infection, il y aura mise en place par l'organisme d'une immunité & médiation

cellulaire en 4 a 8 semaines entrainant un état d'hypersensibilité retardée. Cette  immunité
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limite le processus infectieux grédce a |'activation des macrophages mais aussi gréce a la
nécrose fissulaire qui induit des conditions défavorables & la multiplication des bacilles.

Si I'organisme ne parvient pas @ mettre en place des défenses immunitaires cellulaires
rapidement, la multiplication des bacilles au niveau de la lésion entraine I'augmentation de
la charge antigénique. La formation du granulome s'effectue alors par recrutement de
lymphocytes et de macrophages. Bien que la fonction précise du granulome reste mal
comprise, des études ont montré que les granulomes étaient des structures organisées de
cellules épithélicides. Les bactéries sont généralement dans I'espace central nécrotique
dans lequel on retrouve les macrophages morts et mourrants. Un grand nombre d'autres
types cellulaires peuple également le granulome tels que les neutrophiles, les cellules
dendritiques, les lymphocytes B et T et les cellules NK, ou les fibroblastes (figure 6) (Pieters,
2008; Ramakrishnan, 2012).
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Figure 6 — Représentation schématique de la structure d'un granulome (Ramakrishnan, 2012).

D'un point de vue expérimental, la formation du granulome a été observée dans un modele
de souris infecté par M. tuberculosis. Cependant, des résultats particuli@rement intéressants
sur la formation du granulome et sa fonction ont été obtenus dans le modéle M. marinum /
Danio rerio. En effet, comme cela sera décrit dans le paragraphe 4.2.2, les études menées
chez le Danio indiquent que le granulome ne serait pas uniquement une structure bénéfique
pour I'hdéte permettant de contenir I'infection mais serait également bénéfique pour la
multiplication et la dissémination bactérienne (Bold and Ernst, 2009; Davis and Ramakrishnan,

2009).
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1.1.6 Traitement

I existe 4 anti-tuberculeux majeurs dits de premiéere intention: isoniazide, rifampicine,
éthambutol et pyrazinamide. Le schéma thérapeutique actuel d'une tuberculose
pulmonaire chez un sujet immuno-compétent est une prise quotidienne de chaque anti-
tuberculeux majeur pendant 2 mois puis une association isoniazide/rifampicine les 4 mois
suivants soit une durée totale de traitement de 6 mois. Dans certaines situations (résistance,
co-infection VIH, rechutes) les médecins auront recours & des antibiotiques de seconde
intention tels que certaines fluoroquinolones cu aminosides.

En ce qui concerne la résistance aux antibiotiques, I'OMS distingue deux types de
tuberculose. La tuberculose multi-résistante (MDR) est définie comme la résistance a la
rifampicine et & l'isoniazide, antibiotiques de référence. Chez les souches dites "ultra-
résistantes” (XDR), d'émergence récente, s'y ajoute une résistance aux antibiotiques de
seconde intention, les fluoroquinolones et & un ou plusieurs anfibiotiques injectables

(amikacine, capréomycine, kanamycine).

1.1.7 Prophylaxie

Le vaccin BCG (Bacille de Calmette et Guérin) a été mis au point au début du XXéme sigcle.
La souche BCG est une souche atténuée de M. bovis. Les bases moléculaires de cette
atténuation ont été élucidées grdce au séquencage des souches du MTBC. Ainsi, la
comparaison des génomes a permis de mettre en évidence la délétion du locus RDI
(Regions of Difference) uniguement dans les souches BCG (Gordon et al., 2009). Par cilleurs, il
a été montré que la virulence de M. tuberculosis et d'autres mycobactéries pathogénes
nécessitait la sécrétion de deux protéines: ESAT-6 (Early Secretory Antigenic 6 kDa) et CFP-10
(Culture Filtrate Protein 10) (Tan et al., 2006). Ces protéines et un systéme de sécrétfion sont
codés par des génes situés sur le locus RD1.

Bien que I'analyse de données cliniques a conclu que le BCG offrait une protection contre
les formes disséminées de la maladie telles que les méningites tuberculeuses, il offre en
revanche un faible protection contre la tuberculose pulmonaire de I'adulte dans les pays ou
la prévalence de la maladie est importante (Gordon et al., 2009).

Par ailleurs, des €tudes ont montré que |'efficacité variait notamment avec les différentes
régions géographiques (Gagneux and Small, 2007). Les difféerents génotypes pourraient étre
responsables des variations d'efficacité du BCG puisque chez la souris la protection du BCG
est moindre contre les souches de génotype Beijing que contre la souche de laboratoire

H37Rv (Grode et al., 2005; Lépez et al., 2003).
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1.2 Infections pulmonaires dans le contexte mucoviscidosique

1.2.1 La mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie autosomale récessive causée par une mutation du gene
CFIR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) localisé chez I'homme sur le
chromosome 7. Bien que les organes atteints soient variés, ces effets sur les poumons
provoguent des symptdémes sévéres avec un taux important de mortalité associé a une
fonction pulmonaire déficiente. Le dysfonctionnement de la protéine CFIR provoque une
augmentation de la viscosité du mucus et son accumulation notamment au niveau des
poumons (Kreda et al., 2012; Ratjen, 2009). Le mucus ainsi accumulé est riche en nutriments
qui constituent un bon environnement pour la colonisation bactérienne (Palmer et al., 2005;
Sriramulu et al., 2005). Les poumons mucoviscidosiques sont infectés avec une flore
microbienne complexe provoquant des infections chroniques et aigués qui entrainent un
déclin de la fonction pulmonaire, respiratoire et la mort prématurée des patients. Une fois
l'infection bactérienne établie, son éradication par un fraitement antibiotique n'est
quasiment jamais obtenue (Bittar et al., 2008; Schobert and Jahn, 2010).

Malgré les progreés réalisés ces derniéres années pour le traitement de la mucoviscidose,
I'espérance de vie des patients reste trés faible (autour de 37 ans), principalement & cause

des infections bactériennes (Cystic Fibrosis Foundation, 2011).

1.2.2 Traitements antimicrobiens chez les patients mucoviscidosiques
Actuellement, il n'existe pas de traitement consensus antimicrobien pour éradiquer les
infections bactériennes des poumons mucoviscidosiques (Doring et al., 2012; Jain and Smyth,
2012). Les traitements varient en fonction des établissements, des pays et méme des
continents. De nombreuses stratégies ont été utilisées variant la voie d'administration, les
classes d'antibiotiques et la durée de traitement. Les antibiotiques inhalés, et principalement
les aminosides, ont un taux de succeés éleveé pour |'éradication bactérienne, en particulier
contre P. aeruginosa, di a une administration directe de hautes doses d'antibiotiques dans
la lumiére bronchique avec une toxicité systémique limitée. Par exemple, I'inhalation de
tobramycine a été utilisée pour traiter les infections bactériennes de long terme et
chroniques avec un bénéfice significatif pour la fonction pulmonaire repoussant la ré-
infection et réduisant la mortalité (Ratjen et al., 2010; Ryan et al., 2011; Sawicki et al., 2012).
Les antibiotiques par voie orale et intraveineuse ont aussi un intérét attractif et actuellement
les guinolones, en particulier la ciprofloxacine, sont les plus utilisés. Cependant, |'utilisation de
la ciprofloxacine est parfois limitée par I'émergence rapide de résistances. Pour palier a ce
probléme, la ciprofloxacine est souvent associée a d'autres antibiotiques via des voies
d'administration différentes. La combinaison de colistine ou de tobramycine inhalées avec

de la ciprofloxacine per os a été efficace (Jain and Smyth, 2012). D'autres antibiotiques ont
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été introduits et utilisés comme traitement alternatif tels que I'amikacine inhalée, |'aztréonam
et 'association fosfomycine et tobramycine (Doéring et al.,, 2012; Jain and Smyth, 2012;
Narasimhan and Cohen, 2011).

Devant la multi-résistance naturelle de M. abscessus aux antibiotiques, il est recommandé de
traiter les patients en associant un macrolide (azithromycine), un aminoside (amikacine) et
au moins une autre drogue appartenant a une classe différente (Leung and Olivier, 2013).
Cependant, devant I'échec fréquent de ces antibiothérapies, il apparait urgent de définir
rapidement de nouvelles stratégies efficaces pour éradiquer ces infections (Sousa and

Pereira, 2014) et par Id-méme de développer de nouvelles stratégies anti-infectieuses.

1.2.3 Pseudomonas aeruginosa

La communauté microbienne résidente dans les poumons mucoviscidosiques est connue
pour étre complexe et a considérablement changé, principalement a cause des altérations
dans les régimes antibiotiques. Cependant, P. aeruginosa est toujours le pathogéne le plus
commun du mucus des patients mucoviscidosiques, avec la plus forte prévalence chez
I'adulte (Bittar et al., 2008; Coutinho et al., 2008; Folkesson et al., 2012).

P. aeruginosa également appelé bacille pyocyanique est un micro-organisme ubiquitaire.
On le retrouve dans de nombreux sites environnementaux mais plus particulierement dans
I'environnement hydrique. C'est un pathogéne opportuniste @ Gram négatif chez les
patients hospitaliseés ou immunodéprimés qui cause des infections pulmonaires, cutanées,
urinaires ou encore gastro-intestinales (Coutinho et al., 2008; Silby et al., 2011). Son large
génome est composé de prés de 6000 génes qui comprennent notamment des génes
associés a diverses voies métaboliques, des facteurs de virulence, de transport, d'efflux et de
chemotactisme, conferrant & P. aeruginosa une grande capacité d'adaptation. De plus,
cette bactérie est capable de coordonner les voies métaboliques, d'optimiser son potentiel
nutritionel et reproductif selon les conditions et les ressources environnementales et ainsi
survivre, croitfre et causer des infections dans différents environnements (Rau et al., 2010; Silby
et al., 2011).

La présence de P. aeruginosa dans les voies aériennes mucoviscidosiques est fortement
associée & une fonction pulmonaire faible, la morbidité et la mortalité des patients. En dépit
de la réponse inflammatoire et des traitements antibiotiques intensifs et de long terme, les
infections causées par le pathogeéne persistent dans les poumons mucoviscidosiques. Une fois
entré dans les voies aériennes de ces patients, P. aeruginosa est presque impossible &
éradiquer & cause de la remarquable plasticité de son génome lui permettant une
adaptation rapide & un environnement mucoviscidosique considérablement stressant
(Folkesson et al., 2012; Hogardt and Heesemann, 2010; Heiby et al., 2010). Aprés une

colonisation par P. aeruginosa les patients peuvent souffrir d'épisodes successifs de re-
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colonisation jusqu'a I'infection chronique qui peut persister plusieurs années ou ne jamais étre
éradiquée (Hogardt and Heesemann, 2010; Schelstraete et al., 2013).

Les infections aigués et chroniques a P. aeruginosa se traduisent par deux phénotypes de
virulence disctints. Un certain nombre de facteurs ont été impliqués dans I'un ou I'autre de
ces phénotypes. Parmi eux, on peut citer le systéme de sécrétion de type 3 (T3SS) impliqué
dans le phénotype de virulence aigu et la formation de biofilms qui décrit un phénotype de

virulence chronique (figure 7) (Coggan and Wolfgang, 2012).
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Figure 7 — Facteurs impliqués dans le phénotype de virulence de P. aeruginosa.

1.2.4 Mycobacterium abscessus
M. abscessus est une mycobactérie atypique & croissance rapide. Elle pousse sur milieu
solide en 3 & 4 jours. Les colonies peuvent revétir un morphotype rugueux ou lisse. Cet
organisme est naturellement multirésistant aux antibiotiques et c'est un  pathogéne
émergent dans les infections chez les patients mucoviscidosiques. Son taux de prévalence
total et estimé chez ce groupe de patients représente plus de la moitié de I'ensemble des
mycobactéries atypiques isolées (Cystic Fibrosis Foundation, 2011; Seddon et al., 2013). Les
infections a M. abscessus ont été associées a des pronostics cliniques défavorables dans la
population mucoviscidosique, particulierement aprés une fransplantation de  poumon

(Gilljiam et al., 2010; Luong et al., 2010; Watkins and Lemonovich, 2012).
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Le haut niveau de résistance naturelle de M. abscessus & la plupart des classes
d'antibiotiques est une caractéristique commune des espéces mycobactériennes. Cela est
dU & la présence de leur paroi cellulaire imperméable, d'enzymes inactivant ou modifiant les
antibiotiques, de pompes & efflux et de polymorphismes génétiques au niveau des génes
cibles. M. abscessus a la particularité d'étre également naturellement résistant aux anti-

tuberculeux classiques tels que la rifampicine et I'éthambutol (Nessar et al., 2012).

1.3 Stratégies anti-virulence : les alternatives aux antibiotiques

Depuis quelques années, la résistance bactérienne aux antibiotiques a conduit a la
recherche de nouvelles approches antibactériennes. Les facteurs de virulence en tant que
cible thérapeutique se sont révélés comme une approche alternative, ou du moins
complémentaire, pour ftraiter les infections microbiennes. Le principe de ces nouvelles
molécules est de dénuer le pathogéne de ses propriétés de virulence sans pour autant
menacer son existence. L'utilisation de tels antibactériens permettrait alors de réduire la
pression de sélection exercée par I'antibiothérapie et de limiter I'émergence de résistances.
Ces nouvelles thérapeutiques permettraient également d'éviter |'altération du microbiote de
I'héte comme c'est le cas des antibactériens actuellement sur le marché. De plus, certains
facteurs de virulence sont communs & plusieurs pathogénes et de ce fait, ces molécules
auraient un large spectre d'action (Barczak and Hung, 2009; Cegelski et al., 2008; Rasko and
Sperandio, 2010). Avec par exemple [|'histidine kinase QseC qui posséde des homologues
chez au moins 25 pathogénes majeurs humains ou de plantes (Rasko et al., 2008).
Cependant, de récentes études indiquent qu'il existe des mécanismes de résistance aux
drogues anti-virulence. Certaines souches avec de telles résistances ont été isolées en milieu
clinique (Garcia-Contreras et al., 2013; Maeda et al., 2012) et d'autres ont été générées en
laboratoire (Hung et al.,, 2005; Maeda et al., 2012; Smith et al., 2012). Malgré tout, certains
auteurs affirment que la sélection de résistances peut étre réduite ou méme inversée en
utilisant des combinaisons appropriées du facteur de virulence cible et du traitement, seul ou
en association avec les médicaments thérapeutiques traditionnels existants (Allen et al,
2014).

C'est dans ce contexte que je me suis intéressée au facteur de virulence MgtC qui apparait
comme une cible particulierement intéressante du fait de sa présence chez un grand
nombre de pathogénes majeurs, incluant M. tuberculosis et P. aeruginosa. Ce facteur de
virulence est une cible d'autant plus attractive qu'il existe chez S. Typhimurium un peptide

naturel, MgtR, qui favorise la dégradation de MgtC.
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2 Lefacteur de virulence MgtC

Le facteur de virulence MgtC est une protéine initialement découverte et décrite chez
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Snavely et al., 1991). Deux fonctions ont été
décrites. In vitro, MgtC permet |'adaptation & un milieu carencé en magnésium. Ex vivo,
MgtC est indispensable & la survie intramacrophagique. Il s'est avéré que cette protéine était
également présente chez plusieurs bactéries pathogenes intracellulaires majeures telles que
Mycobacterium tuberculosis, mais également chez une bactérie pathogéne extracellulaire,
Pseudomonas aeruginosa. Ce facteur de virulence apparait alors comme étant une cible
thérapeutique particulierement intéressante.

Dans cette partie je vais détailler les connaissances actuelles concernant MgtC chez S.

Typhimurium et chez les autres bactéries pathogeénes.

2.1 La protéine MgtC de S. Typhimurium et ses homologues

C'est I'étude de la protéine MgtB, I'un des trois tfransporteurs de Mg2* de §. Typhimurium, qui
a permis de mettre en évidence la protéine MgtC. En effet, I'analyse génomique a montré
que les deux genes étaient cotfranscrits et formaient I'opéron mgtCB (Snavely et al., 1991).
Par la suite, il a été montré qu'un petit peptide régulateur, MgiR, faisait également partie de
cet opéron formant ainsi I'opéron mgtCBR (Alix and Blanc-Potard, 2008). Le peptide MgtR
sera décrit dans le chapitre 3.

Des expériences de Southern ont permis de détecter des séquences mgtC dans les huit sous-
especes de §. enterica (Blanc-Potard et al., 1999). Cependant, la distribution du géne mgtC
reste trés sporadique en ce qui concerne dix entérobactéries (Blanc-Potard and Groisman,
1997). MgtC est également présent chez les actinomycétes et une étude chez les
mycobactéries a montré que les séquences mgtC n'ont pas été détectées dans toutes les
especes du genre Mycobacterium. En effet, elles sont absentes de certaines espéces &
croissance rapide, M. smegmatis et M. fortuitum (Buchmeier et al.,, 2000). En revanche le
gene mgtC est présent chez M. tuberculosis, M. marinum et deux homologues ont été
retrouvés chez M. abscessus (Ripoll et al., 2009; Stinear et al., 2008). Le géne mgtC est donc
réparti aussi bien chez des mycobactéries tuberculeuses que chez des mycobactéries non

tuberculeuses.

2.2 Organisation génomique

Une étude bicinformatique, réalisée sur plus de 70 génomes, a permis de mettre en évidence
47 protéines homologues de MgtC issues de 41 génomes (Blanc-Potard and Lafay, 2003).
Dans cette étude, les auteurs se sont intéressés a I'organisation génomique aux abords du
géne mgtC. Plus particulierement, ils ont étudié des génes provenant de bactéries capables
de survivre dans les macrophages. Chez S. Typhimurium, mgtC est cotranscrit avec mgiB, et

I'opéron mgtCB est porté par I'lot de pathogénicité SPI-3 de 17 kb (région absente d'une
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bactérie trés proche, Escherichia coli) (Blanc-Potard and Groisman, 1997) dont la teneur en
G + C differe de celle de I'ensemble du génome de S. Typhimurium. Or, I'absence de cette
région chez une bactérie trés proche et une teneur atypique en G + C sont des indicateurs
d'événements de transferts horizontaux (Blanc-Potard and Groisman, 1997; Lawrence and
Ochman, 2002). Chez S. Typhi, Y. pestis et B. melitensis, un géne mgtB pourrait étre en opéron
avec mgtC suggérant I'acquisition concomittante de ces 2 génes et dont la fonction
pourrait étre liee. Cependant, aucun homologue MgtB n'a été mis en évidence & proximité
de mgtC chez M. tuberculosis et aucun homologue de génes codant SPI-3 n'a été retrouvé
a proximité de mgtC pour les génomes de Y. pestis, B. melitensis ou M. tuberculosis. Chez
Brucella, la région étudiée est localisée en aval d'un locus d'ARNt. Ces loci sont reconnus
comme étre des points d'insertion d'ADN étranger. L'ensemble de ces résultats a montré que
I'acquisition du géne mgtC a probablement eu lieu par transfert horizontal de géne (figure 8)
(Blanc-Potard and Lafay, 2003).
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Figure 8 — Environnement génétique aux abords des génes mgtC de S. Typhimurium, S. Typhi, Y. pestis,

B. melitensis et M. tuberculosis (Blanc-Potard and Lafay, 2003). Les ORFs sont représentées par des fleches
et les ARNt apparaissent sous forme de triangle blanc. L'ADN génomique de chaque espéce est comparé a
I'ADN geénomique d’'une bactérie proche qui ne code pas pour un orthologue de MgtC. S. Typhimurium, S. Typhi
et Y. pestis sont comparés a E. coli, B. melitensis a Mesorhizobium loti et M. tuberculosis a M. smegmatis. “+"
indique la présence d’'un orthologue dans I'espéce comparée. Les régions supposées de transfert horizontal sont
indiquées. La teneur en G + C des génomes, les régions d’ADN supposées d'origine étrangére et les génes mgiC

et mgtB sont indiqués dans les crochets.
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Chez les mycobactéries, M. marinum posséde un homologue mgtC dont ['organisation
génomique aux abords du géne est conservée avec celle de M. tuberculosis. Pour les deux
espéces, mgtC est situé en aval de plusieurs génes codant pour des protéines PPE et il est
adjacent & un géne codant pour une protéine de fonction inconnue (MMAR_2686 ou

Rv1810) (Figure 9).
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Figure 9 — Environnement génétique aux abords des génes mgtC de M. fuberculosis et de M. marinum.
Pour les deux espéces le géne mgiC (fléches colorées foncées) est adjacent a Rv1870 (fléeche blanche a liseré
jaune) qui est I'hnomologue de MMAR_2686 (fleche blanche a liseré bleu) et des génes PPE (fléches colorées
claires). Le géne MMAR_2688 est homologue au géne Rv1812c.

2.3 Phylogénie
Les homologues MgtC ont fait I'objet d'une analyse phylogénétique avec construction d'un
dendrogramme selon la méthode du neighbor-joining. Trois clusters distincts de protéines ont
pu étre identifies. L'ensemble des homologues de ces trois groupes posséde un domaine N-
terminal bien conservé. En revanche, seul le cluster appelé groupe 1, posséde un domaine
C-terminal conservé. On retrouve dans le groupe 1 des homologues issus de plusieurs
pathogénes intracellulaires tels que S. Typhymurium et S. Typhi, M. tuberculosis, Burkholderia,
Brucella et Y. pestis pour lesquels le rble de MgtC dans la virulence a été étudié et sera décrit
dans le paragraphe 2.6.1. On remarquera que M. marinum est inclus dans ce groupe.
Concernant M. abscessus il posséde 2 homologues de la protéine MgtC (Ripoll et al., 2009)
mais un seul des deux est inclus dans le groupe 1. De maniére étonnante, un pathogéne
extracellulaire est également présent dans ce cluster. Il s'agit de Pseudomonas aeruginosa. |l
existe aussi 2 homologues chez ce pathogéne mais contrairement & M. abscessus, les deux
homologues appartiennent au groupe 1 (Blanc-Potard and Lafay, 2003; Gastebois et al.,

2011) (figure 10).
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Figure 10 — Arbre phylogénétique simplifié¢ des protéines MgtC obtenu par Neighbor-joining (adapté de
Blanc-Potard and Lafay, 2003; Gastebois et al., 2011). Les astérisques indiquent les pathogénes dont le réle

de MgtC dans la virulence a été étudié.

2.4 Alignement des protéines MgiC étudiées au cours de la thése avec la

protéine MgiC de S. Typhimurium
MgtC est une protéine membranaire d'environ 230 acides aminés et 22,5 kDa avec un
domaine N-terminal composé de 5 segments transmembranaires et un domaine C-terminal
cytosolique (Rang et al., 2007; Snavely et al., 1991). L'alignement des séquences protéiques
de MgtC de §. Typhimurium, M. tuberculosis et M. marinum (figure 11A) montre une grande
similarité dans la partie N-terminale et une partie C-terminale plus divergente. Cependant, les
3 espéces partagent 5 résidus conservés qui sont important pour la fonction de MgtC chez §.
Typhimurium (Rang et al.,, 2007). L'alignement des séquences protéiques de MgtC de S.
Typhimurium et de P. aeruginosa (figure 11B) montre un profil similaire & I'alignement décrit
préceédemment avec notamment la conservation de 4 résidus impliqués dans la fonction de

MgtC de S. Typhimurium (Rang et al., 2007).
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Figure 17 2eryaigaraReAP38eR protéines MgtC de S. Typhimurium, M. tuberculosis, M. marinum et P.

aeruginosa. (A) L'alignement des séquences protéiques de MgtC de S. Typhimurium (numéro d'accés
AAL22622.1), de M. tuberculosis (numéro d'accées NP_216327.1) et de M. marinum (numéro d'accés
ACC41130.1) a été réalise avec ClustalW. La ligne supérieure noire indique la partie C-terminale soluble. Les
rectangles rouges indiquent les résidus conserves et essentiels pour la fonction de MgtC chez Salmonella.

(B) L'alignement des séquences protéiques de MgtC de S. Typhimurium (numéro d'accés AAL22622.1) et de P.
aeruginosa (numeéro d'accés AAGO08023.1) a été réalisé avec ClustalW. Les lignes supérieures noires
correspondent aux domaines transmembranaires (TM) du domaine N-terminal. Les rectangles rouges indiquent

les résidus conservés et essentiels pour la fonction de MgiC chez Salmonella.

2.5 Structure du domaine C-terminal de la protéine MgtC

Le domaine C-terminal soluble de MgtC de §. Typhimurium a été prédit pour adopter une
topologie BoaBBaB (Rang et al, 2007). Ce repliement, partiellement confirmé par
spectroscopie RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire), est retrouvé dans les domaines de
licison aux métaux. Cependant, les études de transport et électrophysiologiques ont

démontré que MgtC n'était pas un transporteur de Mg?* (GUnzel et al., 2006; Moncrief and
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Maguire, 1998). Par ailleurs, des expériences de mutagéneses de résidus acides conserves
(chargés négativement) ainsi que des analyses sur le domaine C-terminal purifié ne
soutiennent pas I'hypothése d'une fixation du Mg?* par MgtC (Rang et al., 2007). Ce
repliement est également retrouvé dans les domaines de licison de petites molécules (ARN,
protéines ou acides aminés) qui sont appelés domaines ACT. Au-deld de la structure de la
protéine, il a été mis en évidence que certains résidus conservés jouaient un réle important
dans la croissance en milieu carencé en magnésium et/ou dans la survie intra-

macrophagique, se traduisant par des phénotypes respectivement in vitro et/ou ex vivo

figure 12).
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Figure 12 — Schématisation de la topologie des domaines de MgtC et position des résidus important pour
la fonction en milieu carencé en magnésium et / ou dans les macrophages. Le modéle topologigque de MgtC
(5 hélices transmembranaires, TM1 a TM5, et un domaine C-terminal cytoplasmigue) dérive d'une combinaison
de prediction de topologie et de la détermination expérimentale de la localisation C-terminale. La structure
secondaire du domaine C-terminal a été partiellement caractérisée par RMN et prédite en se basant sur la
reconnaissance de repliement. Les hélices a sont schématisées par des hélices et les feuillets B par des fléches.
La position des acides aminés qui sont important pour la fonction, basée sur I'analyse de MgtC de Salmonella
mais aussi de P. aeruginosa, est indiquée. En rouge sont indiqués les résidus ayant un role in vitro et ex vivo. En
noir, ceux qui ont un réle principalement ex vivo et en blanc, ceux ayant un réle principalement in vitro (Rang et

al., 2007).
Récemment, la structure du domaine C-terminal de MgtC de M. tuberculosis, déterminée
par spectroscopie RMN, confirme le repliement sous la forme BafBaf et le domaine ACT
(Yang et al., 2012b). Cependant, le domaine ACT difféere des domaines ACT standards
puisqu'il semble qu'il ait perdu la capacité de se lier & de petites molécules. En revanche, le
domaine ACT a été impliqué dans des phénoménes de dimérisation et des expériences de
double hybride bactérien ont permis de montrer que la protéine MgtC pouvait dimériser et

qgue le domaine C-terminal facilitait cette dimérisation (Yang et al., 2012b).
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2.6 Fonction de MgtC

2.6.1 Role de MgtC dans la virulence bactérienne: MgtC et survie intracellulaire
L'étude phylogénétique des protéines MgtC a montré que le groupe 1 présentait une
séquence conservée entre les pathogénes suggérant, par extrapolation, une fonction
conservée (Blanc-Potard and Lafay, 2003). Un récapitulatif du réle de MgtC dans la virulence

des différents pathogénes décrits ci-aprés est disponible dans le tableau 1.

2.6.1.1 Salmonella enterica sérovars Typhimurium et Typhi

Les bactéries appartenant au genre Salmonella sont capables d'établir une infection
systémique chez de nombreux hotes tels que I"'homme, les rongeurs, les volailles ou les bovins.
La capacité de Salmonella & contourner la réponse immunitaire active de I'héte est le
résultat de facteurs de virulence spécialisés qui favorisent les infections & long terme (Lawley
et al., 2008).

De maniere plus spécifique, le réle de MgtC dans la virulence a été étudié chez S.
Typhimurium. Un criblage génétique utlilisant une technique de microarray a permis
d'identifier les génes, parmi lesquels mgtC, indispensables au développement d'une
infection systémique & long terme chez la souris dans laquelle S. Typhimurium peut persister
jusqu'a un an apres infection sans qu'elle ne succombe a celle-ci (Lawley et al., 2006). Le
role de MgtC dans la virulence avait également été démontré en infectant des souris BALB/c
(Blanc-Potard and Groisman, 1997). Au niveau cellulaire, des expériences ont été réalisées
dans un modéle d'infection de macrophages J774. D'une part, il a été montré que le géne
mgtC était trés fortement induit dés 4h aprés infection (Eriksson et al., 2003). D'autre part, des
données indiquent qu'un mutant mgtC est trés atténué dans ce modéle. Des mutagénéses
ont été réalisées sur quatre résidus (N92, C99, C155 et W2264) de la protéine MgtC de §.
Typhimurium qui sont conservés dans le groupe phylogénétique de Salmonella. La capacité
des protéines mutées a complémenter le mutant mgtC a ensuite été testée. Il en est ressorti
que les résidus N92, C99 et C155 sont essentiels pour la survie intramacrophagique (Rang et
al., 2007).

Le réle de MgtC dans la virulence a églament été décrit chez §. Typhi, agent responsable de
la fievre typhoide chez I'homme. Dans un modéle d'infection cellulaire de monocytes
humains, le mutant mgtC est atténué. La multiplication du mutant mgtC a également été
testée dans un modele de cellules épithéliales humaines HEp-2. Les résultats obtenus
suggérent un réle de MgtC restreint & la phase d'invasion pour ce type de cellules. Ce
phénotype, également observé dans les macrophages, n'a pas été étudié pour les autres
serovars de Salmonella mais suggere que MgtC pourrait étre requis pendant la phase initiale

de l'infection par S. Typhi (Retamal et al., 2009).
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2.6.1.2 Burkholderia cenocepacia
B. cenocepacia, une bactérie environnementale commune, est aussi un agent pathogene
opportuniste des patients atteints de mucoviscidose. Une expérience de mutagénése
signature-tagged dans un modéle d'infection de poumons de rats a permis d'identifier les
génes impliqués dans la survie bactérienne in vivo. Un des mutants les plus atténués portait
une insertion dans le géne mgtC (Hunt et al., 2004). Un mutant mgtC testé dans un modéle
d'infection cellulaire de macrophages murins a montré une diminution de la survie
inframacrophagique confirmant la nécessité de MgtC pour la survie intfracellulaire.  Par
ailleurs, ce mutant n'induit pas de retard dans la fusion phagolysosomale et les vacuoles
contenant les bactéries sont rapidement ciblées par les lysosomes ou les bactéries sont

détruites (Maloney and Valvano, 2006).

2.6.1.3 Brucella suis
De la méme maniére que S. enterica, les espéces appartenant au genre Brucella ont
développé des stratégies de virulence pour la survie intfracellulaire. C'est dans ce contexte
gu'un mutant mgtC de B. suis a été testé dans un modéle d'infection cellulaire de
macrophages J774. 1l a été montré que le mutant mgtC était atténué dans ce modéle et par
conséquent que MgtC était nécessaire pour la croissance inframacrophagique de B. suis. Il a
aussi été montré que mgtC ne semblait pas impliqué dans les stades précoces de la
croissance intfra-macrophagique (Lavigne et al., 2005).

2.6.1.4 Yersinia pestis N
Y. pestis est un pathogéne intracellulaire facultatif. C'est I'agent responsable de la peste.'Le
criblage de la mutagénése Tn5-lacZ a identifié mgtC comme étant un géne important pour
la survie de Y. pestis dans les macrophages. Des expériences dans un modeéle d'infection de
macrophages J774 a confirmé cette analyse. En effet, un mutant mgtC a une survie
infracellulaire diminuée, il est atténué dans ce modéle. De plus, on peut distinguer deux
temps lors de l'infection. Un temps précoce (entre 5 et 8 h post-infection) ou la survie
intfracellulaire du mutant diminue considérablement. Suivi d'un temps plus tardif (entre 8 et 24
h post-infection) ou la charge bactérienne reste stable (Grabenstein et al., 2006). De plus, la
protéine MgtC de Y. pestis est capable de complémenter un mutant mgtC de S.

Typhimurium dans les macrophages (Rang et al., 2007).

2.6.1.5 Mycobacterium tuberculosis
M. tuberculosis, agent responsable de la tuberculose est un pathogéne trés difféerent de S.
enterica. Pourtant, ces deux micro-organismes partagent une stratégie équivalente de survie
infraphagosomale. Dans un modéle d'infection cellulaire de macrophages humains issus de
monocytes, le mutant mgtC est atténué. La complémentation restaure la fonction. Le géne

mgtC est donc nécessaire pour la croissance de M. tuberculosis dans ce modéle (Buchmeier
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et al., 2000). De plus, I'expression hétérologue de la protéine MgtC de M. tuberculosis dans
un mutant mgtC de S. Typhimurium complémente trés partiellement le phénotype dans les
macrophages (Alix et al.,, 2006). Des expériences ont également été menées dans un
modeéle in vivo de souris BALB/c. L'analyse de la charge bactérienne des poumons et de la
rate des animaux au cours du temps a montré que le mutant mgtC était également atténué
dans ce modeéle. Cela démontre que MgIC est nécessaire pour la croissance de M.

tuberculosis dans un modéle d'infection in vivo (Buchmeier et al., 2000).

2.6.1.6 Pseudomonas aeruginosa
Bien que P. aeruginosa soit un pathogéne extracellulaire, il posséde deux homologues MgtC,
tout deux appartenant au groupe 1 de |'arbre phylogénétique représenté par la figure 4
(Blanc-Potard and Lafay, 2003). Ces résultats suggerent une fonction potentielle commune
avec les protéines des pathogénes intracellulaires appartenant au méme groupe
phylogénétique. Pourtant, I'un des réles majeurs de ce facteur de virulence est son
importance dans la survie intramacrophagique (voir ci-dessus). En dépit du fait que P.
aeruginosa soit un pathogéne extracellulaire, une étape intracellulaire dans les cellules
épithéliales des voies aériennes pourrait avoir lieu avant la formation de biofiims lors de la
phase aigUe de l'infection (Garcia-Medina et al., 2005; Sana et al., 2012). Des expériences
de complémentation hétérologues ont été réalisées avec les deux génes mgitC de P.
aeruginosa (PA4635 et PA2558) dans un mutant mgtC de §. Typhimurium. Aucun des 2 génes
ne complémentent le phénotype dans les macrophages. Cependant, la mutation d'un seul
résidu de PA4635 (E112N) a permis une augmentation significative de la capacité de la
protéine mutée a complémenter le mutant mgtC de S. Typhimurium dans les macrophages

(Rang et al., 2007).

2.6.2 Role de MgtC dans la croissance en milieu carencé en magnésium
Le tableau 1 fournit un récapitulatif du réle MgtC dans la croissance en milieu carencé en

magnésium des différents pathogénes décrit ci-aprés.

2.6.2.1 Importance du magnésium dans les systémes biologiques
Le magnésium est un élément indispensable & tous les systémes biologiques. Au niveau
cellulaire, il est présent sous forme de cation Mg?t. Cet ion est particulierement abondant
dans les cellules. Sa concentration intracellulaire sous forme libre a été évaluée a 0,9 mM
chez S. Typhimurium (Froschauer et al., 2004). I est impliqgué comme cofacteur de
nombreuses réactions enzymatiques. | a également un réle essentiel dans l'activité
biologique de I'ATP puisque I'ATP doit étre couplé au magnésium pour étre active. De plus,
les ions Mg?t permettent de stabiliser 'ADN et I'ARN ou encore de maintenir I'intégrité des

membranes cellulaires chargées négativement.
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2.6.2.2 Chez §. Typhimurium

Le géne mgtC étant en opéron avec mgtB qui code pour un tfransporteur de magnésium, les
études ont donc cherché & établir un lien entre MgtC et le magnésium.

Une premiere étude a moniré que I'opéron mgtCB était nécessaire pour une croissance
optimale en milieu carencé en magnésium (Soncini et al., 1996). Par la suite, il a été montré
qgue MgtC avait par lui-méme un réle dans la croissance en milieu carencé en magnésium
(Blanc-Potard and Groisman, 1997; Moncrief and Maguire, 1998; Rang et al.,, 2007). Un
mutant mgtC présente une croissance trés diminuée en condition de carence en Mg2* alors
que la complémentation restaure le phénotype observé avec la souche sauvage. De la
méme maniére que pour la survie dans les macrophages, des mutagénéses ont été réalisées
sur les résidus N92, C99, C155 et W226. Les protéines mutées ont alors été testées pour la
complémentation du mutant mgtC en condition de carence en Mg?2+. Les résultats indiquent
que les résidus N92, C155 et W226 sont essentiels & la croissance dans un milieu carencé en

Mg?* (Rang et al., 2007).

2.6.2.3 Chez les autres pathogénes
Le réle de MgtC dans la croissance en milieu carencé en magnésium a également été
étudié chez d'autres pathogenes. Les mutants mgtC de ces pathogénes sont déficients pour
une croissance dans des milieux liquides & faibles concentrations en Mg?* (10 a 20 uM). Le
défaut de croissance est accentué avec la diminution de la concentration en Mg?*. Ces
souches présentent une croissance normale dans des milieux avec une concentration forte
en Mg?t (10 mM) (Alix and Blanc-Potard, 2007). De plus, les protéines MgtC de Y. pestis, de P.
aeruginosa et de M. tuberculosis ont été exprimées dans le mutant mgtC de S. Typhimurium
pour évaluer si le phénotype était restauré lors de ces complémentations hétérologues (Alix
et al., 2006; Rang et al., 2007). Alors que les protéines MgtC de Y. pestis et de M. tuberculosis
complémentent le mutant mgtC de S. Typhimurium, seule I'une des deux protéines MgtC de
P. aeruginosa (PA4635) restaure le phénotype. La fonction de MgtC vis-a-vis de la croissance
en mileu carencé en magnésium est donc conservée pour la majorité des différentes

especes bactériennes pathogénes (Rang et al., 2007).

2.6.2.4 Fonction de MgtC et magnésium
Le paralléle entre le défaut de croissance des mutants mgtC dans les macrophages et dans
les milieux carencés en Mg?t a naturellement suggéré que ['environnement faiblement
concentré en Mg?* des macrophages était responsable du défaut de réplication des
mutants mgtC. En accord avec cette hypothése, I'addition de Mgt au milieu de culture
cellulaire restaure partiellement le défaut de croissance des mutants mgtC de S. Typhimurium
et B. suis dans les macrophages (Blanc-Potard and Groisman, 1997; Lavigne et al., 2005).
Cependant, une étude a révélé que les 2 fonctions (survie intramacrophagique et

croissance en milieu carencé en Mg?*) pouvaient étre dissociées (Rang et al., 2007). En effet,
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la protéine MgtC de P. aeruginosa complémente le mutant mgtC de §. Typhimurium en
milieu carencé en Mg2* mais pas dans les macrophages. D'autre part, une mutagénése du
géne mgtC de Salmonella a permis de caractériser des mutants MgtC a la position C29 qui
empéchent le réle de MgtC dans les macrophages sans affecter son réle en culture de faible
concentration en Mg?2*. A l'inverse, un mutant MgtC W226A présente un défaut de
croissance en mileu faiblement concentré en Mg?* alors que sa fonction dans les
macrophages reste intacte. Tous ces résultats convergent vers I'hypothése que le
phagosome n'est pas nécessairement carencé en Mg2*. Ceci est corroboré par des mesures
directes de la concentration en Mg?* dans le phagosome faites @ un temps précoce
d'infection (Martin-Orozco et al., 2006). Enfin, I'étude structurale menée sur le domaine C-
terminal de MgtC de M. tuberculosis indique que la protéine n'aurait pas de fonction
intfrinséque liée a la prise en charge du Mg2+ mais aurait un réle régulateur indirect dans la

prise en charge de ce cation (Yang et al., 2012b).

2 = z : Défaut de croissance
Complémentation Survie intra- Modéle an milleu de cultura da
Pathogénes du mutant mgtC de | macrophagique animal concentration faibleen | REéférences
S. Typhimurium® (ex vivo)® (in vivo)® Mg2+ (in vitro)®
Souris (E:lgngp??ard
: g2 . al roisman,
Salmonella eprenpa ex vI;vo‘, oui Déficient (mo_rta!lté et <50 uM 1997; Lawley et
sérovar Typhimurium in vitro: oui survie a long al, 2006; Rang
terme) et al., 2007)
Salmonella enterica o (Retamal et al.,
sérovar Typhi ND Déficient ND 10 uM 2009)
Burkholderi Rat (CFU i R
urkholderia i al 2004; Maloney
cenocepacia ND Deficlant poumons) <45 uM and  Valvano,
2006)
Brucella suis ND Déficient ND <60 uM g{;ﬁm ol
- . ex vivo: oui e (Grabenstein et
Yersinia pestis e e Déficient ND ND :L..a]‘?%.?)ﬂmg
2 P 2 Souris (CFU (Alix et al., 2006;
Mycobacfgnum ex VIWOI, part_lel Déficient poumons et <50 uM Buchmeler et al.,
tuberculosis in vitro: partiel rate) 2000)
Pseu@omonas ex wlvo:‘ non ND ND ND (Rang et al,
aeruginosa in vitro: oui 2007)

Tableau 1 — Tableau récapitulatif des phénotypes de mutants mgtC chez différents pathogénes (adapté de

(Alix and Blanc-Potard, 2007)). *Le mutant mgtC de S. Typhimurium est complémenté avec les protéines MgtC
des pathogénes indiqués qui restaure ou non les fonctions de survie intramacrophagique (ex vivo) et de

croissance en milieu carencé en I\:1gz+ (in vitro). Les expériences pour la survie intramacrophagigue ont été
menees dans des macrophages dérivés de souris J774 (Alix et al., 2006; Rang et al., 2007). ®Les mutants mgiC
sont déficients pour la survie intramacrophagique. Les expériences ont été menées dans des macrophages
derivés de souris J774 (Alix et al., 2006; Blanc-Potard and Groisman, 1997; Grabenstein et al., 2006; Lavigne et
al., 2005; Rang et al.,, 2007) et RAW 264.7 (Maloney and Valvano, 2006) ou dans des monocytes humains
(Buchmeier et al., 2000; Retamal et al., 2009). Les mutants mgtC sont déficients pour une infection dans le
modele animal indigué. YLes mutants mgtC sont déficients pour la croissance aux concentration en I'\z192+

indiquées. Le défaut de croissance est accentué au fur et 2 mesure de la diminution de la concentration en Mg~
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2.6.3 Role de MgtC et ATP
Les pathogénes intracellulaires utilisent différentes stratégies pour survivre dans
I'environnement acide des phagosomes notamment en sécrétant des facteurs de virulence
qui ciblent I' ATPase vacuolaire de I'héte et ainsi résister a I'acidité du phagosome. C'est le
cas de Legionella pneumophila (Xu et al., 2010). M. tuberculosis affecte également I'ATPase
vacuolaire de I'hdéte pour inhiber I'acidification du phagosome (Wong et al., 2011). Chez
Salmonella, I'expression de mgtC est modifiée en réponse aux changements du niveau
d'ATP cytosolique et cette modification est nécessaire a la virulence du pathogéne (Lee and
Groisman, 2012). C'est dans ce contexte qu'une étude s'est intéressée a la FiFo ATP synthase

(Lee et al., 2013a).

2.6.3.1 La FiFo ATP synthase
La FiFe ATP synthase est responsable de la production d'ATP pour I'homéostasie énergétique
de différentes espéces (Andries et al., 2005). Ce complexe couple la translocation de protons
avec la synthése/hydrolyse de I'ATP. Un complexe fonctionnel est critique pour les
pathogenes intracellulaires qui demeurent dans un compartiment acide limité par une
membrane. L'inactivation de I'atpB, le gene codant pour la sous-unité Fo a de la FiFo ATP

synthase atténue la virulence de Salmonella chez la souris et le poulet (Turner et al., 2003).

2.6.3.2 Mécanisme d'action de MgtC
La protéine MgtC de M. tuberculosis ne possede pas de fonction intrinséque liée a la prise en
charge ou a la licison du Mg?2* mais pourrait agir en tant que facteur régulateur basé sur une
interaction protéine-protéine pouvant étre facilitée par son domaine ACT (Yang et al,
2012b). Récemment, il a été établi que le facteur de virulence MgtC avait pour cible la
propre FiFo ATP synthase de Salmonella et que cette interaction était critique dans la
contribution de MgtC pour la pathogénicité de Salmonella (Lee et al., 2013a). MgtC se lie &
la sous-unité Fo a de la FiFs ATP synthase ce qui entraine I'altération des capacités de la FiFe
ATP synthase et plus précisément ses capacités de translocation de protons et de couplage
translocation de protons et synthése d'ATP. Cela a pour conséquence que Salmonella est
capable de maintenir son niveau d'ATP physiologique, son pH cytosolique et son potentiel
de membrane. D'autre part, le résidu N92 de MgtC qui est essentiel aux fonctions de
croissance en milieu carenceé en Mg2*t mais aussi de survie dans les macrophages (Rang et
al., 2007), a été identifié comme étant nécessaire a la licison avec la FiFs ATP synthase. La
mutation de ce résidu entraine la perte de l'interaction de la protéine mutée avec la FiFo
ATP synthase ainsi que l'inhibition de la translocation de protons et de I'hydrolyse de I'ATP

(Lee et al., 2013a).
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2.6.4 Hypothese générale sur la fonction de MgtC
Le réle de MgtC dans les macrophages n'est probablement pas le résultat de I'adaptation &
une carence en Mg+ puisqu'il a été montré que les deux fonctions étaient indépendantes
I'une de I'autre (Rang et al., 2007).
On sait désormais que la protéine MgtC inhibe la propre FiFo ATP synthase de Salmonella lui
permettant de survivre dans les macrophages (Lee et al., 2013a).
La contribution de MgtC de Salmonella dans la survie intramacrophagique et la capacité du
pathogeéne & causer une infection Iéthale chez la souris apparaissent étre dépendantes de
sa capacité a altérer |'activité de la FiFe ATP synthase puisque le défaut de virulence d'un
mutant de la sous-unité Fo a estinchangé apres inactivation du géne mgtC.
De plus, Il a été proposeé que la protéine MgtC aurait une ou plusieurs autres cibles que la FiFe
ATP synthase car un mutant mgtC présente une hyperpolarisation de la membrane mais
également parce que la surexpression du géne mgfC réduit trés légérement le niveau d'ATP
chez un mutant afpB (Lee et al., 2013a).
Une étude plus ancienne avait suggéré que MgtC pourrait moduler I'activité d'une ATPase
de type P eucaryote (GuUnzel et al., 2006). Pour cela, la protéine MgtC de S. Typhimurium a
été exprimée de maniére hétérologue dans des oocytes de Xenopus laevis. L'analyse
électrophysiologique a démontré que |'expression de MgtC pouvait avoir un effet significatif
sur I'homéostasie ionique cellulaire gréce @ la modulation de I'activité d'une Na*K+*-ATPase.
Les auteurs font I'hypothése que lors d'une infection, MgtC pourrait servir de sous-unité de la
Na*K*-ATPase de la cellule héte ou activer de maniére directe ou indirecte I'ATPase de type
P de I'hdte. Alix et Blanc-Potard, tout comme Lee et collaborateurs s'accordent a dire que
cette hypothése est difficilement envisageable notamment lors d'une infection, dans la
mesure ou MgtC est une protéine membranaire et qu'il faudrait que la protéine soit sécrétée,
traverse le périplasme et la membrane externe de la bactérie pour aller s'insérer dans la
membrane de I'héte (Alix and Blanc-Potard, 2007; Lee et al., 2013a).
Par ailleurs, bien que MgtC ne soit pas directement un transporteur de Mg?* (GUnzel et al.,
2006), la protéine pourrait agir en séquestrant et / ou en facilitant le transport de Mg?*, par
des transporteurs spécifiques (Rang et al., 2007). Plus généralement, MgtC pourrait
promouvoir I'activité d'ATPases de type P, tel que le transporteur de magnésium MgtB (Alix
and Blanc-Potard, 2007). Cette hypothése est soutenue par le fait que MgtB est retrouvé
dans des expériences de pull-down visant ¢ identifier les protéines interagissant avec MgtC

(Lee et al., 2013a) (figure 13).
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Figure 13 - Fonction de MgtC chez S. Typhimurium. Inhibition de la F1F, ATP synthase de Salmonella par
interaction avec MgtC entrainant une diminution du niveau d'ATP intracellulaire augmenté par le pH acide du
phagosome. MgtC pourrait agir sur d’autres cibles de maniére directe ou indirecte telles que les ATPase de type

P de I'néte ou de la bactérie comme le transporteur de cations MgiB.

2.7 Régulation de MgtC

Salmonella met en ceuvre toute une variété de mécanismes pour réguler la production de

MgtC dans des conditions particulieres et pour un temps limité (figure 14).
2.7.1 Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle
2.7.1.1 Systéme régulateur PhoP-PhoQ et magnésium

a) Chez §. Typhimurium
Le systéme & deux composants PhoP-PhoQ contréle 'expression de plusieurs facteurs de
virulence chez §. Typhimurium (Miller et al., 1989). La protéine PhoQ est une kinase senseur qui
répond a des changements environnementaux qui sont une faible concentration en Mg?*, la
présence de peptides antimicrobiens, ou encore un pH acide (Bader et al., 2005; Prost et al.,
2007). Lors de ces changements, elle phosphoryle la protéine PhoP qui va se lier & un grand
nombre de promoteurs dont le promoteur mgtCBR et ainsi initier leur transcription.
Concernant le magnésium, MgtC est trés fortement induit par une faible concentration en
Mg?* (Véscovi et al., 1996). La fixation du cation & la partie cytoplasmique de PhoQ au
niveau d'une région riche en résidus acides (Cho et al., 2006) provoque un changement de
conformation de PhoQ (Véscovi et al., 1996, 1997) qui enclenche |'activité phosphatase de

la kinase.

48



b) Chez les autres pathogénes
En-dehors de S. Typhimurium, la régulation de MgtC a peu été étudiée. Cependant, la
régulation par PhoP, protéine du systéme & deux composants PhoP-PhoQ, a été mise en
évidence pour S. Typhi et Y. pestis (Grabenstein et al.,, 2006; Retamal et al., 2009). De la
méme maniére que pour S. Typhimurium, l'expression du géne mgtC de Y. pestis est
fortement induite par une concentration faible en Mg?* (Véscovi et al., 1996; Zhou et al,
2006). Chez M. tuberculosis, MgtC n'est pas régulé par ce qui est considéré comme PhoP. Et
I'induction du géene mgtC de M. tuberculosis par une concentration faible en Mg?*t est de
faible amplitude (1.8 fois) alors que les génes situés en amont de mgtC (Rvi806 a Rv1810)
sont clairement induits (Walters et al., 2006; Yang et al., 2012b). Cela est & mettre en relation
avec le fait que I'amplitude de |'expression génique chez M. fuberculosis est de maniere
geénérale beaucoup moins forte que chez S. Typhimurium ou Y. pestis. Cela suggére gue la
régulation de mgtC aurait évolué différemment en fonction des espéces. Il a été proposé
que mgtC pourrait étre régulé par le magnésium seulement quand il est en opéron avec le

geéne codant pour le transporteur de magnésium, MgtB (Yang et al., 2012b).

2.7.1.2 ARN messager senseur d'ATP
Elle nécessite également un signal cytoplasmique détecté par I'ARN messager (ARNmM)
leader mgtCBR. Le pH acide produit aussi un gradient de protons a travers la membrane
interne ce qui a pour effet d'augmenter le niveau d'ATP intracellulaire. Une petite ORF mgtM
est sensible aux variations du niveau d'ATP. Les séguences adjacentes et incluant mgtM ont
la capacité d'adopter deux structures tige-boucle A et B. Lorsque le niveau d'ATP est élevé
la structure tige-boucle A permettra I'expression de 'opéron mgtCBR. Inversement lorsque le
niveau d'ATP est faible, la structure tige-boucle B diminuera |'expression de I'opéron mgtCBR.
Le mécanisme de régulation par un ARNm senseur d'ATP a donc été montré pour Salmonella
mais les données évoquées pour d'autres pathogénes laissent penser qu'une telle régulation
pourrait étre mise en place chez d'autres pathogénes ayant des génes mgiB et mgtC. Cela
n'exclue pas le fait que I'on puisse retrouver ce type de régulation chez des pathogénes
n'ayant pas d'homologue mgiB comme par exemple M. fuberculosis (Lee and Groisman,

2012).

2.7.1.3 ARN antisens: AmgR
Par ailleurs, la protéine PhoP est a |'origine de la franscription de I'"ARN antisens AmgR qui
dégrade préférentiellement la portion mgtC du transcrit mgtCBR. Le promoteur de amgR est
localisé dans la région intergénique qui sépare les genes mgtC et mgitB (Lee and Groisman,

2010).

49



2.7.2 Régulation post-traductionnelle: le peptide MgtR
En plus des régulations décrites précédemment, il existe un peptide MgtR qui favorise la
dégradation de la protéine MgtC. L'opéron mgtCB décrit iniatialement est composé d'une
séquence supplémentaire située en aval et codant pour le peptide transmembranaire MgtR
pour former I'opéron mgtCBR. Le peptide a pour cible la protéine MgtC. Les deux protéines
ont la capacité d'interagir directement I'une avec l'autre. La dégradation de MgtC est
dépendante d'une protéase FisH fonctionnelle. Le mécanisme précis de dégradation de
MgtC par FisH reste inconnu & ce jour. Cependant, il a été proposé que l'interaction entre
MgtC et MgiR pourrait modifier la conformation de la protéine et en faire un substrat pour la
dégradation via FtsH (Alix and Blanc-Potard, 2008). Le peptide MgtR fera |'objet d'une

description détaillée dans le chapitre suivant.
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Figure 14 — Régulation de MgtC chez S. Typhimurium.
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3 Les peptides régulateurs de la virulence bactérienne

Plusieurs classes de peptides fonctionnels et actifs ont été décrites chez les eucaryotes
incluant les régulateurs de canaux ioniques, les chémoattracteurs, les hormones, les
inhibiteurs de protéase, les cytotoxines et les antimicrobiens.

Chez les bactéries, alors que le réle régulateur des petits ARNs non codants a largement été
étudié au cours des derniéres années (Waters and Storz, 2009), trés peu d'études se sont
penchées sur le réle des petits ARNs codant pour des peptides.

Ces derniers se définissent par un cadre ouvert de lecture codant pour des protéines de
moins de 50 acides aminés. Les quelques peptides fonctionnels qui ont été caractérisés sont
principalement des peptides antimicrobiens ou des peptides signaux sécrétés. Pendant
longtemps la bactérie a Gram positif Bacillus subtilis a été le principal modéle bactérien pour
la caractérisation de peptides fonctionnels. Chez B. subtilis, les peptides jouent un réle dans
la sécrétion, la régulation cellulaire, les réponses au stress, le métabolisme, la traduction ou la
sporulation (Zuber, 2001).

Dans la plupart des génomes, ces petites protéines ne sont pas annotées et ne sont pas
détectées dans les études de protéomique. Une analyse génomique axée sur la recherche
de petites séquences codantes chez les streptocoques a été nécessaire pour prédire
I'existence de plusieurs peptides non annotés (lbrahim et al., 2007). Dans le méme contexte,
malgré sa considérable utilisation comme modeéle bactérien @ Gram négatif, les génes
d'Escherichia coli codant pour de petites protéines ont largement été négligés jusqu'en 2008
oU des recherches in silico menées sur son génome ont permis de révéler I'existence de
peptides (Hemm et al.,, 2008). Des études chez E. coli et chez §. Typhimurium ont permis
d'identifier de nouveaux peptides fonctionnels dont 50 % sont des peptides hydrophobes

localisés au niveau de la membrane.

3.1 Les peptides fonctionnels membranaires

Ces peptides membranaires peuvent modifier I'activité et/ou la stabilité de protéines
membranaires. Une interaction directe entre un peptide et une protéine membranaire
pourrait induire des modifications structurales de la protéine ciblée et/ou entrer en
compétition avec d'autres molécules. Certains sont régulés par des stress environnementaux
et seraient impliqués dans I'adaptation a ces stress.

On distingue les peptides capables de réguler des protéines kinases senseurs (Lippa and
Goulian, 2009), les peptides toxiques qui pourragient provoquer une déstabilisation
membranaire et la mort cellulaire (Unoson and Wagner, 2008), les peptides qui pourraient
moduler I'activité de transporteurs comme le transporteur KApABC (GaBel et al., 1999) ou
encore les peptides qui modulent la dégradation de protéines membranaires comme le
peptide régulateur MgiR (Alix and Blanc-Potard, 2008; Hemm et al., 2010; Hobbs et al., 2010)
(figure 15).
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Figure 15 — Différents réles des peptides membranaires hydrophobes chez les bactéries (Alix and Blanc-

Potard, 2009).

Dans les paragraphes suivants je vais m'attarder sur les deux peptides auxquels je me suis
intéressée dans le but d'évaluer leur capacité @ moduler la virulence de bactéries

pathogénes: MgtR, peptide régulateur de MgtC et KdpF.

3.2 MgiR: peptide régulateur du facteur de virulence MgiC

3.2.1 Chez Salmonella Typhimurium

3.2.1.1 Découverte et caractérisation du peptide MgiR
Chez S. Typhimurium, le géne mgtC est co-transcrit avec mgtB qui code pour un transporteur
de Mg?*. Bien que |'expression de |'opéron mgtCB soit fortement induite dans un milieu
carencé en magnésium, la protéine MgtC est difficlement détectable contrairement a la
protéine MgtB. Cette régulation négative de MgtC est due & une région d'ADN située en
aval du géne mgtB. Cette région code pour une petite ORF de 30 acides aminés appelée
MgtR (Alix and Blanc-Potard, 2008). Le géne mgiR appartient a I'opéron mgtCB. MgiR est un
peptide de la membrane interne de 3,5 kDA avec une courte extrémité N-terminale
cytoplasmique, une hélice o trans-membranaire hautement hydrophobe et une courte

extrémité C-terminale périplasmique (figure 16).

52



Figure 16 — Structure et expression de MgtR.
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3.2.1.1 Mécanisme d'action de MgiR

a) Dégradation de MgtC par FstH

Chez les bactéries & Gram négatif, un petit nombre de protéases ATP-dépendantes
(protéases AAA+) dégradent des protéines spécifiques, généralement par interaction directe
avec la protéine substrat (Baker and Sauer, 2006). FisH, la seule protéase AAA+ liée a la
membrane chez Escherichia coli, joue un réle important dans le contréle qualité des
protéines de membrane (Ito and Akiyama, 2005). Cette protéase reconnait des séquences
peptidiques déstructurées qui sont typiquement localisées aux extrémités N- ou C-terminales
de la protéine cible qu'elle dégrade ensuite progressivement. Des boucles internes
contribuent également & la dégradation des substrats par la FstH et par d'autres protéases
AAA+ (Datta et al., 2005; Hoskins and Wickner, 2006; Okuno et al., 2006). Chez §. Typhimurium,
MgtiR favorise la dégradation de MgtC par un mécanisme dépendant de la présence d'une
FtsH fonctionnelle.

Le mécanisme précis reste inconnu mais le segment tfransmembranaire de MgtR interagit
directement avec MgtC dans un systéme de double hybride bactérien (BACHT). L'hypothése
est que cette interaction pourrait déplier MgtC et en faire alors un substrat pour la
dégradation par une FtsH (Alix and Blanc-Potard, 2008) (figure 17).

Fonctionnellement, MgiR ressemble aux protéines adaptatrices qui modulent |'activité des
protéases AAA+ en favorisant ou en inhibant I'interaction entre des substrats spécifiques et
des protéases AAA+ (Baker and Sauer, 2006; Dougan et al., 2002). La plupart des protéines
adaptatrices interagissent directement avec le substrat en complexe avec la protéine AAA+
partenaire et modulent généralement la reconnaissance du substrat. Les adaptateurs sont
souvent de petites protéines (100 & 200 résidus) codées par des genes rarement cotranscrits
avec les génes codant pour leurs cibles. Aucune protéine adaptatrice avec des domaines
tfransmembranaires n'a été identifiée a ce jour. MgtR différe donc de ces adapteurs de par
sa trés petite taille (30 résidus), sa localisation membranaire et sa co-expression avec sa cible

(Alix and Blanc-Potard, 2009).
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Figure 17 — Mécanisme d’action de MgtR.

b) Interaction MgiR — MgtC

Le systéme de BACHT a permis de démontrer que MgtR et MgtC interagissaient in vivo. La
force de cette interaction est comrélée & la capacité de MgtR & médier la dégradation de
MgtC. L'hydrophobicité et la structure en hélice o« de MgtR sont importants pour sa fonction.
L'interaction entre des hélices enchéssées dans la membrane reste difficile & prédire
uniquement sur la base de la séquence en acides aminés. Cependant, certains motifs
peuvent conduirent & des interactions hélice-hélice (Schneider et al., 2007).

MgiR posséde un motif Ala-coil caractériseé par 3 petits résidus dans une répétition
d'heptades. Ce motif est impliqué dans |'association d'hélices enchdssées dans la
membrane (Walters and DeGrado, 2006). Le motif Ala-coil de MgiR semble essentiel pour
I'interaction MgtC-MgtR et la dégradation de MgtC médié par MgtR. Dans MgiR, les
mutations AT0L, S171 ou A24L n'empéchent pas I'expression ou la localisation & la membrane
du peptide mais en revanche, abolissent complétement sa fonction de régulation et son
interaction avec MgtC.

Des mutations dans MgtC ont également été identifiees empéchant sa régulation négative
par MgiR et diminuant l'interaction MgtC — MgtR dans un systéme de BACHT. Ces mutations
sont localisées dans la boucle cytoplasmique entre les 3éme et 4éme domaines

transmembranaires (TM3 et TM4) de MgtiC. Le contexte d'hélice transmembranaire est
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essentiel pour sa correcte topologie et les boucles peuvent contribuer a la stabilité des
interactions entre hélices (Schneider et al., 2007). Les mutations au niveau de la boucle
pourraient donc perturber I'arrangement de I'hélice dans les TM3 et/ou TM4 et ainsi
empécher I'interaction avec MgiR. Par ailleurs, le TM4 de MgtC posséde un motif Ala-coil.
Cependant, les mutagénéses de simples résidus ne montre pas de contribution forte de ce
motif dans I'interaction avec MgtR. Seule la mutation G108A a un effet mais qui n'est pas trés
prononcé. Le domaine d'interaction de MgtC serait complexe et impliquerait plus qu'un seul

domaine TM (Alix and Blanc-Potard, 2008) (figure 18).
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Figure 18 — Interaction MgtR — MgtC. Les résidus entourés en vert sur le peptide MgtR sont indispensables a
l'interaction avec MgtC. La mutation des résidus entourés sur MgtC entrainent une diminution de linteraction

mais n'abolit pas cette interaction avec un effet mineur pour la mutation des résidus N92 et G108.

c) Autre cible de MgtR: le transporteur de magnésium MgtA
MgtA est I'un des trois transporteurs de magnésium identifié chez §. Typhimurium (Smith and
Maguire, 1998). De la méme maniére que pour I'opéron mgtCBR, |I'expression de MgtA est
induite uniquement dans des conditions de carence en Mg?t (Snavely et al., 1989, 1991).
Récemment, une étude a montré que MgtA est également une protéine sous le contrbéle
direct du peptide MgtR. Le peptide limite le niveau de la protéine MgtA & de faibles
concentrations en Mg?*t. L'expression de MgtA est augmentée dans une souche de
Salmonella ou le géne mgiR est délété, elle diminue dans une souche qui surexprime MgiR.
Des expériences de BACHT ont révélé que MgiR se liait également & la protéine MgtA in vivo,
sans affecter la transcription du géne mgtA. Le transporteur MgtA lié au peptide MgtR
pourrait suivre une voie protéolytique similaire & celle proposée pour MgtC (Choi et al., 2012).
En revanche, MgiR n'a aucun effet sur la stabilité du transporteur de magnésium MgtB (Alix

and Blanc-Potard, 2008; Lee and Groisman, 2010).

3.2.1.2 Réle physiologique de MgiR lors d'une infection: régulation de MgtC
Le fait que MgtC cible la FiFo ATP synthase (Lee et al., 2013a) pourrait expliquer pourquoi
Salmonella a développé des mécanismes variés pour restreindre la production de ce facteur

de virulence & des conditions particuliéres et pour une période de temps limitée. La
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régulation négative par le peptide MgtR pourrait notamment étre importante pour limiter la
quantité de MgtC dans certaines conditions ou le gene mgtC est fortement exprimé.

L'investigation du phénotype de croissance d'un mutant mgtR dans les macrophages a
permis de mettre en évidence que MgtR n'avait pas un réle majeur durant l'infection. Le
mutant mgitR est trés légérement atténué pour la croissance intra-macrophagique. En
revanche, la surexpression de MgtR dans une souche sauvage de §. Typhimurium réduit
significativement la croissance intra-macrophagique de la souche. Cela pourrait étre lié a un
fort niveau de dégradation du facteur de virulence MgtC (figure 19) (Alix and Blanc-Potard,

2008).
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3.2.2 MgtiR et autres pathogénes
MgiR est conservé chez plusieurs sérovars de S. enterica (5. Typhimurium, S. Typhi et S.
choleraesuis) mais est absent d'autres espéces bactériennes qui codent pour MgtC (Alix and
Blanc-Potard, 2008). Ainsi, bien que MgtC de M. tuberculosis soit hautement homologue & la
protéine MgtC de S. Typhimurium, il ne semble pas exister chez M. tuberculosis d'homologue
de MgtR. Cependant, il est possible que le peptide MgtiR de S. Typhimurium puisse interagir
avec la protéine MgtC de M. tuberculosis puisqu'une étude a démontré la formation d'un
hétérodimeére entre MgtR de S. Typhimurium et I'hélice transmembranaire 4 de MgtC de M.
tuberculosis (Jean-Francois et al., 2014). A partir de contraintes expérimentales, un modéle
structural de cet hétérodimére a été développé in silico. Méme si I'étude est réalisée
seulement avec le domaine TM4 isolé, d'aprés les auteurs, MgtR apparait idéalement situé
dans la membrane pour influencer la fonctionnalité de MgtC. Chez la protéine MgtC de S.
Typhimurium, le résidu conservé C99 est critique pour la réplication intra-macrophagique
(Rang et al., 2007). Le modéle structural obtenu suggere comment MgiR de §. Typhimurium
pourrait interférer avec la fonctionnalité et I'activité de virulence au niveau du résidu

équivalent (C98) de MgtC de M. tuberculosis (figure 20) (Jean-Francois et al., 2014).
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Figure 20 — Modéles structuraux du dimére MgtR/MgtC TM4 généré par RosettaDock (Jean-Francois et al.,
2014). L'helice verte est MgiR et les hélices bleues et oranges sont le domaine TM4 de MgtC respectivement
dans les clusters majeurs et mineurs. Les résidus des motifs Ala-coil sont représentés par des sphéres et leur

position est indiqguee en noir. Les autres résidus sont représentés par des batonnets.

3.3 Autre peptide régulateur de la virulence bactérienne: KdpF

Chez M. tuberculosis seulement deux peptides membranaires ont été identifiés dont KdpF
(Gannoun-Zaki et al., 2013; Veyron-Churlet et al., 2011). C'est un peptide de 30 acides
aminés qui a été utilisé pour établir les conditions d'une analyse structurale des domaines
tfransmembranaires de M. tuberculosis (Hu et al., 2007).

Le géne kdpF est le premier géne de I'opéron kdpFABC. Le systéme Kdp a été trés étudié
chez E. coli. Il s'agit d'une ATPase de type P qui transporte les ions potassium (K*) avec une
haute affinité (Greie, 2011; Greie and Altendorf, 2007). Chez E. coli le peptide KdpF a été
proposé pour étre une sous-unité impliguée dans la stabilisation du complexe KdpABC in vitro
(GaBel et al., 1999). Cependant, le réle de KdpF in vivo reste évasif puisqu'il n'est pas
essentiel pour la fonction du transporteur Kdp (GaBel et al., 1999).

L'expression de l'opéron kdpFABC est dépendant de la concentration externe en K+ aussi
bien chez E. coli que chez M. tuberculosis ou S. Typhimurium (Frymier et al., 1997; Greie, 2011;
Greie and Altendorf, 2007; Hamann et al., 2008; Steyn et al., 2003).

L'opéron kdpFABC est régulé par le systéme a deux composants KdpDE lui-méme codé par
un opéron adjacent. Ce systéme semble jouer un réle dans la virulence de plusieurs bactéries
pathogénes (Freeman et al., 2013). Il a un réle dans la pathogénicité de M. tuberculosis
puisqu'une souche ou les génes kdpDE sont délétés, a une virulence augmentée (Parish et
al., 2003). Chez Salmonella, le systéme & deux composants KApDE joue aussi un réle dans la
pathogénicité. Une souche de §. Typhimurium ou les génes kdpDE sont délétés est atténuee
dans le modéle nématode et présente une survie diminuée dans les macrophages (Alegado
etal, 2011).

Par ailleurs, la surexpression de KdpF chez M. bovis BCG diminue la croissance intra-
macrophagique (figure 21) et altére la morphologie des cordes. Bien que le mécanisme soit
inconnu, il pourrait étre relié au fait que le peptide KdpF est capable d'interagir avec le
senseur KdpD. Le mécanisme impliqué pourrait aussi étre d0 a l'interaction de KdpF avec

d'autres protéines. KdpF est capable d'interagir avec MmplL7, une protéine de membrane
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qui a clairement été impliquée dans la virulence de M. tuberculosis (Cox et al., 1999;
Domenech et al., 2005). Cette interaction pourrait entrainer une modification de la paroi
cellulaire. Une interaction avec le complexe KdpABC pourrait quant a elle moduler le
transport de K* (figure 22) (Gannoun-Zaki et al.,, 2013). Par ailleurs, des données récentes
suggerent une sensibilité accrue au stress oxydatif (L. Gannoun). KdpF apparait donc comme
un peptide membranaire attractif puisqu'il présente des fonctions anti-virulence lors d'une

surexpression chez les mycobacteéries.
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Figure 22 — Modulation de la virulence mycobactérienne par le peptide KdpF.
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4 Les modeles d'infection

Face aux problémes de santé publique évoqués dans le premier chapitre, mon travail s'est
basé sur une nouvelle stratégie thérapeutique qui consiste & cibler un facteur de virulence.
Je me suis donc intéressée & la fois a la cible (le facteur de virulence MgtC) et a une
potentielle molécule thérapeutique (le peptide régulateur MgiR qui cible la protéine MgtC],
mais plus précisément aux propriétés anti-virulence de MgtR.

L'étude de ces molécules nécessite I'utilisation de modéles d'infection aussi bien cellulaires
gu'animaux. Ce chapitre est donc consacré a la description des modéles d'infection utilisés

pendant la these.

4.1 Mycobactéries et cellules phagocytaires

Le systéme immunitaire chez I'homme et de maniere plus générale, chez les vertébrés, est
trés complexe. On distingue [l'immunité innée et I'immunité adaptative. Le systéme
immunitaire inné permet a l'organisme de se défendre contre les agents infectieux de
maniére rapide et non spécifique, a l'inverse du systéme immunitaire adaptatif qui confére
une protection plus tardive mais plus durable et spécifique. Nous allons nous intéresser aux
cellules phagocytaires qui font parties de I'immunité innée et plus particulierement aux
macrophages et aux polynucléaires neutrophiles plus couramment appelés neutrophiles. Ces
leucocytes ont la particularité de ne pas étre associés & un organe ou un tissu particulier. lis
peuvent se déplacer librement dans I'organisme et ont la capacité d'éliminer les corps

étrangers de I'organisme gréce a de nombreux mécanismes.

4.1.1 Macrophages
Les macrophages représentent la niche principale parmi les cellules hétes pour la croissance
et la survie de M. tuberculosis. A travers I'expression de nombreux récepteurs de la surface
cellulaire, le macrophage reconndit, lie et internalise les particules étrangéres, incluant les
mycobactéries. Cela initie un processus complexe de contrdle de la croissance intracellulaire
des bactéries via une cascade de signaux qui résultent de la libération de médiateurs

antimicrobiens et de médiateurs de I'immunité innée (Kaisho and Akira, 2000).

4.1.1.1 Phagocytose normale et devenir du phagosome
Lors d'une phagocytose normale les mouvements de la membrane associés a |'actine
permettent d'ingérer les bactéries via des récepteurs. Les vacuoles intracellulaires ainsi
formées et appelées phagosomes subissent une série d'événements de fission et de fusion
qui modifient la composition de leur membrane limitante et de leur contenu par un processus
qui ressemble a la progression de la voie d'endocytose et qui est étroitement lié a cette voie.
Ce processus constitue la maturation du phagosome et permet a la vacuole d'acquérir des
propriétés de dégradation et donc de développer sa fonction microbicide (Beréon et al.,

1995; Tielle et al., 2000) (figure 23).
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Figure 23 — Représentation schématique de la maturation du phagosome.

La phagocytose est typiqguement définie par la prise en charge de particules de plus de 0,5
xm (Chen et al., 1997). Ele est initiée via l'implication de récepteur ou via des ligands
microbiens ou des ligands de I'héte déposés a la surface du pathogéne. Il existe deux types
de récepteurs PRRs (pattern-recognition receptors) & la surface du macrophage. Lorsque les
PRRs reconnaissent des molécules PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) a la
surface des micro-organismes, ils sont dits non-opsoniques. Lorsqu'ils reconnaissent des
molécules de I'hdte déposées d la surface des micro-organismes, ils sont dits opsoniques. Ce
type de récepteur comprend notamment le CR3 (complement receptor 3) qui reconnait les
particules opsonisées par le complément C3bi mais aussi le FcyR qui reconndit les particules
opsonisées par les IgG (Flannagan et al., 2012; Vieira et al., 2002).

Une fois internalisé le contenu du phagosome doit étre digéré. Pour les phagocytes
présentateurs de I'antigéne (macrophages et cellules dendritiques) les antigénes dérivent de
la dégradation des micro-organismes qui sont présentées dans un second temps a la surface
du phagocyte. Pour achever cette dégradation, les phagosomes passent par une série
d'étapes de maturation en interagissant avec les endosomes précoces, tardifs puis les
lysosomes. Ces interactions permettent au phagosome d'acquérir de nouvelles molécules
mais également de perdre des molécules devenues inutiles via le tri et le recyclage des
endosomes créant ainsi une dynamique de la membrane du phagosome (Kinchen and
Ravichandran, 2008).

Le phagosome précoce perd rapidement la membrane plasmique. |l interagit avec les
endosomes précoces et recyclés. Ces interactions permettent notamment le recrutement de

la GTPase Rab5 & la membrane du phagosome. Ainsi un certain nombre de marqueurs
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spécifiques des endosomes précoces (EEAT, Rab5) vont étre transférés au phagosome
précoce. Dix a trente minutes aprés sa formation, le phagosome perd les caractéristiques
des endosomes précoces et recrute les marqueurs des endosomes tardifs (Rab7, récepteur
mannose-6-phosphate) (Pitt et al., 1992). Le pH interne s'est acidifié autour de 5,5. On parle
alors de phagosome tardif. Le phagolysosome est finalement formé quand les phagosomes
tardifs fusionnent avec les lysosomes qui sont remplis d'hydrolases (nucléases, lipases,
glycosidases, protéases et cathepsines). Le pH interne devient alors trés acide (pH = 4,5). Les
lysosomes aménent aussi les protéines membranaires LAMP et I'ATPase de type V. Cette
derniere est une pompe da protons qui concoure a ['acidification du contenu
phagolysosomal. Enfin, les phagolysosomes peuvent éventuellement fusionner avec des
vésicules du Golgi portant le CMH-II pour permettre la présentation des peptides

antigéniques formés (Smith and May, 2013).

4.1.1.2 Principaux mécanismes de défense de I'hdte contre les bactéries
On distingue deux types de systémes antimicrobiens chez le macrophage. Les systémes
dépendants de 'oxygeéne qui impliquent la production d'espéces réactives de |I'oxygéne et
du nitrogéne [1]. Il existe ensuite des systémes indépendants de 'oxygéne qui sont aussi
multifactoriels et qui peuvent impliquer la privation d'éléments nutritifs [2], ' acidification de la
vacuole phagolysosomale [3], la production de défensines et d'autres peptides
antimicrobiens [4] et I'action d'enzymes hydrolytiques lysosomales [5] (figure 24).
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Figure 24 - Systémes antimicrobiens des macrophages.
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a) Production de radicaux libres
Les plus importants systémes antimicrobiens des cellules phagocytaires sont les voies de la
NADPH phagocyte oxydase (phox) et de |'oxyde nifrique synthase inductible (iNOS) qui sont
responsables de la génération des radicaux superoxyde (O27) et oxyde nitrique (NO),
respectivement.Bien que ces systémes dépendent tout les deux de la NADPH et de
I'oxygéne et fonctionnent parfois ensemble, la phox et I'INOS sont des complexes
enzymatiques séparés avec une réegulation indépendante. Le radical superoxyde Q2
est rapidement converti en peroxyde d'hydrogéne (H20:2) et autres espéces réactives de
I'oxygeéne (ROS) essentiels pour la fonction microbicide du phagocyte (Fang, 2004; Nunes et
al., 2013). Les sous-unités de phox sont régulées notamment par |'action de cytokines
inflasmmatoires (TNF-a, IFN-y, GM-CSF) et de produits bactériens comme le LPS sur leurs
transcriptions ou leurs activations (Fang, 2004). Le radical oxyde nitrique (NO’) peut inhiber la
réplication de I'ADN bactérien (Schapiro et al.,, 2003). L'activation de la transcription de
INOS est I'aboutissement d'une cascade de réaction déclenchée par la détection de
facteurs microbiens et de cytokines (TNF-at, IFN-y, IL-1B) par les récepteurs du macrophage

(Fang. 2004; Mattila and Thomas, 2014).

b) Privation d'éléments nutritifs ou excés de métaux toxiques
Un autre systéme antimicrobien consiste & réduire 'accés des pathogenes aux éléments
nutritifs importants & travers une isolation spatiale et des mécanismes moléculaires actifs de
privation de nutriments. Ainsi, le fer et le manganése sont activement exclus du phagosome
par I'action d'un fransporteur de métaux Nramp1 (Natural Resistance-Associated Membrane
Protein) également connu sous le nom de SLC11A1 (Fortier et al., 2005). L'exclusion du fer et
du manganése de la lumiére phagosomale par Nrampl a longtemps été considérée
comme un systéme modéle pour la métallobiologie de l'immunité antimicrobienne. En
revanche, le rble des autres nutriments, incluant les ions métalliques tels que le cuivre et le
zinc, bien que reconnu importants pour I'immunité (Maggini et al., 2007; Solomons, 2007), est
resté opaque dans le contexte des interactions héte-pathogéene. Cependant, des études
récentes fournissent un certain nombre d'évidences argumentant pour [I'utilisation de
nutriments méetalligues par les cellules immunitaires afin d'empoisonner les pathogéenes
invasifs (Botella et al., 2012; Russell, 2011; Shafeeq et al., 2011). Concernant le magnésium,
comme indiqué précédemment, des mesures directes ont révélé que sa concentration était
stable dans les phagosomes & un temps précoce (environ T mM) (Martin-Orozco et al., 2006).
Par adilleurs, des études ont montré une carence en d'autres nutriments indispensables & la
multiplication bactérienne. Il s'agit des acides aminés, pyrimidines, purines et vitamines

(Appelberg, 2006; Kohler et al., 2002).
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c) Baisse du pH intravacuolaire
La capacité d'acidifier son contenu est fondamentale pour la physiologie du phagosome.
Pour affecter directement la croissance bactérienne I'acidification augmente |'efficacité des
autres composants microbicides. Par exemple, de nombreuses enzymes hydrolytiques sont
pH sensibles et requiérent des conditions acides pour une activité optimale. La translocation
de protons permet également la persistance de |'activité de la phox et fournit un substrat
pour la génération des ROS dans la vacuole phagocytaire (Fiakow et al., 2007).
L'acidification du phagosome peut aussi directement contribuer au processus de maturation
en régulant les événements de traffic membranaire (Steinberg et al., 2007). Initialement, le
milieu intravacuolaire est légérement alcalin. Puis il subit une acidification graduelle,
typiquement jusqu'a des valeurs de pH inférieures a 5,5 (Jankowski and Grinstein, 2002;
Lukacs et al., 1991). Le degré d'acidification peut cependant varier entre neutrophiles et
macrophages. Les phagosomes de macrophages affichent une acidification forte et rapide
tandis que les phagosomes de neutrophiles initiclement alcalins présentent par la suite une
acidification modérée (Jankowski et al., 2002). Les taux variables de consommation de
protons par la phox justifieraient la disparité du pH entre les types cellulaires (Steinberg et al.,
2007). Par ailleurs, ce processus d'acidification est dépendant d'une ATPase vacuolaire (V-
ATPase) (Lukacs et al., 1990), un complexe enzymatique multimérique associé a la
membrane phagosomale. Cette V-ATPase est une pompe active qui transforme I'énergie de
I'hydrolyse de I'ATP en un mouvement de protons a travers la membrane du phagosome
(Steinberg et al.,, 2007). Elle peut étre spécifiguement inhibée par une drogue, la
bafilomycine Al, ce qui aura pour conséquence le blocage de [|'acidification

infravacuolaire (Yoshimori et al., 1991).

d) Production de peptides antimicrobiens
Le premier peptide antimicrobien (PAM) a été décrit au début des années 80 (Steiner et al.,
1981). Depuis, on dénombre plus de 2400 PAMs dont la majorité proviennent des eucaryotes

(hitp://opsunme.edu/AP/). Les PAMs sont des composés de la réponse immunitaire

conservés au cours de I'évolution et retrouvés chez de nombreux organismes (Rakoff-
Nahoum et al.,, 2004; Zasloff, 2002). lls sont présents dans les granulations des cellules
phagocytaires et sont capables d'éliminer un large spectre de micro-organismes dont les
bactéries. En-dehors de leurs actions antimicrobiennes directes, les PAMs interagissent aussi
avec I'héte lui-méme: ils peuvent étre chemo-attractants pour les neutrophiles et les
monocytes, moduler la production de cytokine ou encore lier et neutraliser le LPS (Wassing et
al., 2014). Les deux classes majeures de PAMs communément retrouvées chez I'homme sont
les cathélicidines et les défensines. Elles se différencient par leur structure: les premieres ont
une structure en hélice o tandis que les défensines ont une structure en feuillet B stabilisé par

trois ponts disulfures. En revanche, de maniére similaire, les deux types de PAM nécessitent
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une ou plusieurs étapes protéolytiques pour générer un peptide mature (Gennaro and

Zanetti, 2000; White et al., 1995).

e) Production d'enzymes lytiques
Le dernier mécanisme utilisé pour éliminer les bactéries fait appel & plus de 50 hydrolases
acides lysosomales différentes. Ainsi, I'action concertée de protéases, lipase, nucléases,
glycosidases et phosphatases permet la compléte désintégration d'un grand nombre de
structures complexes tels que les micro-organismes morts ou mourants. La cathepsine qui
appartient & la famile des enzymes lysosomales est composée de sérine protéases,
d'aspartate protéases et de cystéine protéases. Toutes ces enzymes ont des activités

antimicrobiennes directes (Flannagan et al., 2012).

4.1.1.3 Phagocytose des mycobactéries et devenir dans le macrophage

De nombreux pathogeénes ont développé des mécanismes pour interrompre, amréter ou
rediriger la voie entiére de maturation du phagosome.

Lors d'une infection mycobactérienne, les voies de signalisation du phagosome sont altérées
gréce & de multiples mécanismes de maniére & perturber les activités microbicides de la
cellule héte et/ou les fonctions du phagosome (Guirado et al, 2013; Reiner, 1994). M.
tuberculosis est ainsi capable de stopper la maturation normale du phagosome (Via et al.,
1997). Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence que les étapes précoces dans la
maturation du phagosome n'étaient pas altérées. En effet, lors de I'internalisation, |'étape
d'interaction du phagosome avec I'endosome précoce est conservée chez les
mycobactéries (Clemens and Horwitz, 1996; Russell et al., 1996; Sturgil-Koszycki et al., 1996).
Certaines caractéristiques des endosomes précoces sont conservées, notamment la GTPase
Rab5, alors que la GTPase Rab7, spécifique des endosomes tardifs, n'est pas retrouvé au
niveau du phagosome (Via et al., 1997). De la méme maniére, l'interaction du phagosome
avec les endosomes recyclés n'est pas non plus altérée (Clemens and Horwitz, 1996).
D'autres études suggérent que M. tuberculosis serait capable de s'échapper du phagosome

(Pieters, 2008; Simeone et al., 2012).

a) Mécanismes de contournement et de modification de la maturation du phagosome
Les mécanismes impliqués concernent majoritairement les étapes tardives de la maturation
du phagosome et les molécules impliquées dans ces processus proviennent a la fois de
I'héte et des mycobactéries (Nguyen and Pieters, 2005).
L'inhibition de la maturation compléte du phagosome implique le défaut de recrutement
des protéines effectrices de la GTPase Rab5 & la membrane phagosomale tel que
I'autoantigéne 1 endosomal précoce (EEAT) (Fratti et al., 2001). EEA1 est nécessaire pour
I'apport d'hydrolases lysosomales et d'ATPases vacuolaires (Fratti et al., 2001; Sturgill-Koszycki

et al., 1994). La Coronin 1, une protéine de I'hdte uniquement exprimée dans les leucocytes,
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est également impliquée dans la prévention de la maturation du phagosome (Ferrari et al.,
1999; Tailleux et al., 2003). Plus recemment, des études se sont focalisées sur I'utilisation des
réserves d'acides gras de I'hdéte et leur métabolisme pour la persistence de M. tuberculosis
dans le phagosome (Daniel et al., 2011; Lee et al., 2013b; Peyron et al., 2008).

Un grand nombre de composants de la paroi mycobactérienne dont certains sont
représentés dans la figure 5, sont impliqués dans ces mécanismes de contournement et de
modification de la maturation du phagosome.

Le phosphatidylinositol lipoarabinomannane (ManLAM) de M. tuberculosis serait capable de
modifier le traffic et la fusion phagolysosomale (Chan et al., 1991; Chua and Deretic, 2004)
en altérant l'action du PIP3 qui est un lipide critique de |'héte, intermédiaire dans le
recrutement de GTPases vacuolaires au phagosome (Roth, 2004).

Plusieurs glycolipides de la paroi mycobactérienne ont été identifies comme étant impliqués
dans la phagocytose des mycobactéries (Astarie-Dequeker et al.,, 2010; Tabouret et al,
2010). Les lipooligosaccharides (LOS) sont ainsi capables de moduler la phagocytose de M.
marinum (Alibaud et al.,, 2014; Ren et al., 2007). D'autres molécules associées a la paroi tels
que les diacyltrehaloses (DAT) et les polyacyltrehaloses (PAT), les phtiocerol dimycocerosates
(DIM) ou les glycolipides phénoliques (PGL) sont impliquées dans la phagocytose chez M.
tuberculosis ou M. leprae (Astarie-Dequeker et al., 2009; Rousseau et al., 2003; Schiesinger
and Horwitz, 1991; Vilcheze et al., 2014).

Les phosphatidylinositol mannose (PIMs), plus communément retrouvés chez des
mycobactéries moins virulentes que M. tuberculosis, peuvent quant a eux promouvoir la
fusion du phagosome avec les endosomes précoces (Vergne et al., 2004).

Enfin, des glycolipides tel que le trehalose dimycolate (TDM) peuvent interférer avec le traffic

membranaire et donc interférer dans la maturation du phagosome (Kan-Sutton et al., 2009).

b) Echappement du phagosome vers le cytosol et conséquences

De nombreuses études ont fourni des preuves que M. tuberculosis entrait et se divisait dans
les phagosomes des macrophages (Guirado et al., 2013). Cependant, une controverse
persiste a propos de I'échappement du pathogéne du phagosome vers le cytosol (Welin
and Lerm, 2012). Des images de microscopie électroniques ont montré des bacilles
dépourvus de membrane phagosomale quelques jours aprés infections (Myrvik et al., 1984).
Chez M. marinum, il a clairement été établi que le pathogéne avait la capacité d'échapper
au phagosome vers le cytosol gréce @ un systéme de propulsion via I'actine et de maniére
similaire & Listeria (Stamm et al., 2003). D'autres ont montré la nécessité du locus RD1 pour cet
échappement (Smith et al., 2008).

Par ailleurs, aussi bien M. tuberculosis que M. marinum seraient éjectés de ['amibe
Dictyostelium & travers une structure d'actine appelée éjectosome, utilisant des éléments de

RD1 (Hagedorn et al., 2009). M. tuberculosis peut également s'échapper du phagosome des
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cellules dendritiques et des macrophages apreés plusieurs jours en cultures (van der Wel et al.,
2007). Ce phénoméne a été identifié comme dépendant de RDI1 et ESAT-6 (Houben et al.,
2012).

Plusieurs études ont donc proposé que M. tuberculosis pourrait étre présent dans le cytosol
quelques jours aprés infection dans le but de s'échapper des cellules et de se propager vers
d'autres cellules adjacentes (Guirado et al., 2013). En effet, M. tuberculosis et M. marinum
sont capables d'induire une rupture du phagosome qui est suivie de prés par la mort
cellulaire par nécrose des macrophages infectés (Simeone et al., 2012). Récemment, il a été
monitré que les capacités de M. tuberculosis a réduire |'acidification phagosomale et &

accéder au cytosol étaient liges (Simeone et al., 2015).

4.1.2 Neutrophiles

4.1.2.1 Role “traditionnel” des neutrophiles

Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants dans la circulation sanguine humaine.
lls jouent un réle crucial dans la défense immunitaire contre les pathogenes bactériens et
fongiques et participent également au développement de la réaction inflammmatoire
(Mdcsai, 2013; Nathan, 2006).

Dans la circulation les neutrophiles cherchent les signes d'infection ou d'inflammation qui
déclenchent une série d'événements aboutissant & la migration des neutrophiles & travers la
paroi des vaisseaux et a l'intérieur des tissus jusqu'au site d'invasion microbien (Ley et al.,
2007; Nourshargh et al., 2010). Lorsqu'ils rencontrent les particules infectieuses, les neutrophiles
entament un processus d'élimination microbienne par phagocytose (Nordenfelt and Tapper,
2011). Des agents toxiques, incluant les espeéces réactives de I'oxygéne (ROS) générées
gréce a l'activité de la NADPH oxydase (Leto and Geiszt, 2006), et le contenu des granules
infracellulaires (Borregaard et al., 2007; Soehnlein, 2009) sont ensuite libérés dans le
phagosome ce qui a pour conseqguences la mort et la digestion des microorganismes
(Mdcsai, 2013) (figure 25).

D'un point de vue clinique, une neutrophilie est initialement observée lors d'une infection.
Cependant, certaines infections peuvent se compliquer de neutropénie notamment lors
d'infections & Brucella ou & Salmonella (Armoulet and Sebahoun, 2005). Ces neutropénies

sont considérées comme un marqueur de mauvais pronostic (Fine et al., 1996).
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Figure 25 - Phagocytose par les neutrophiles.

4.1.2.2 Role des neutrophiles lors d’'infections par les mycobactéries
Les pathogénes intracellulaires et notamment les mycobactéries, sont principalement pris en
charge par les macrophages. Cependant, des études récentes fournissent d'importantes et
nouvelles connaissances sur le réle des neutrophiles dans le combat contre les pathogenes
infracellulaires. L'analyse d'individus sains ayant été en contact avec des patients
tuberculeux révéle une forte corrélation inverse entre le risque d'infection tuberculeuse et le
nombre de neutrophiles dans le sang périphérique. Il a également été montré que la
croissance ex vivo des mycobactéries dans le sang total était trés fortement augmentée en
I'absence de neutrophiles. Par ailleurs, les peptides anti-microbiens dérivant des neutrophiles
inhibent la croissance mycobactérienne dans des cultures bactériennes in vitro (Martineau et

al., 2007).

a) Neutrophiles vs mycobactéries
Les neutrophiles sont recrutés aux sites d'infection ou ils reconnaissent les mycobactéries, soit
directement, soit via opsonisation, et les internalisent. Les neutrophiles sont activés dans la
circulation sanguine, interagissent avec les produits microbiens et sont stimulés par des
cytokines et des chemokines. Ce changement s'accompagne d'une modification de
I'expression des molécules de surface et de I'augmentation de la fonction microbicide
(Mantovani et al.,, 2011). En réponse & M. tuberculosis et M. bovis BCG, les neutrophiles
synthétisent et sécrétent des cytokines (Lowe et al., 2012; Lyons et al., 2004; Shigenaga et al.,

2001; Sugawara et al., 2004).

&7



Le fait que les neutrophiles soient capables de tuer les mycobactéries internalisées est trés
controversé, en particulier avec les souches virulentes de M. tuberculosis. Bien que les
probables variabilités expérimentales expliquent certaines disparités entre les études in vitro |l
semblerait qu'a la fois I'élimination et I'échec d'élimination socient des conséquences
possibles in vivo. Cela dépendra des nombreux facteurs spécifiques de I'hdte et de
I'organisme, qui ensemble pourrait déterminer les conséquence de la stimulation
mycobactérienne.

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer comment les neutrophiles tuent ou réduisent la
croissance des mycobactéries et notamment via 'action de peptides de neutrophiles
humains (HNP), membres de la famille des o-défensines. Les HNP sont des protéines
cationiques stockées dans les granulations azurophiles des neutrophiles. Elles se lient aux
molécules anioniques, incluant les composants de la membrane plasmique, pour perturber
I'intégrité membranaire et mener a la perte du contenu cellulaire (Fu, 2003).

Récemment, une étude a montré que la phagocytose de M. tuberculosis par des
neutrophiles humains enclenchait leur programme microbicide qui cependant ne réussit pas
a éliminer la mycobactérie. Au lieu de ca, M. tuberculosis, grGce a la région de virulence
RDI1, provoque une nécrose cellulaire dépendante des espéeces réactives de I'oxygéne

(Corleis et al., 2012).
b) Double role des neutrophiles dans l'infection mycobactérienne

Neutrophiles: cheval de Troie pour la dissémination des bactéries ?

En théorie, une élimination efficace pourrait permettre aux neutrophiles de stopper I'infection
a une étape tres précoce (Lowe et al., 2012).

En absence d'élimination, non seulement l'infection pourrait progresser localement mais les
neutrophiles infectés pourraient aussi se déplacer dans I'organisme vers d'autres sites, en
particulier si les baciles atteignent la circulation systémique (Lowe et al, 2012). Ce
mécanisme a été décrit pour les neutrophiles de souris qui sont capables de phagocyter des
mycobactéries vivantes au site d'infection puis de les transporter vers les nodules drainant la
lymphe par migration dans les vaisseaux lymphatiques et ceci de maniére similaire a la
migration des cellules dendritiques lors d'une réponse immunitaire générale (Abadie et al,

2005).

Contribution des neutrophiles pour la phase chronique de la tuberculose

Les neutrophiles ont non seulement un réle dans la phase précoce de linfection
tuberculeuse mais aussi dans la phase chronique de la tuberculeuse puisque qu'ils ont un
réle dans |I'apparition de dommages tissulaires induits lors de l'infection. Chez la souris, il a été
suggeéré que la libération excessive d'IL-17 lors d'expositions mycobactériennes répétées

provogue un recrutement de neutrophiles et des dommages tissulaires médiés par ces

68



cellules (Cruz et al., 2010). Cette réponse semble étre atténuée par la production d'IFN
© pendant une réponse immunitaire antimycobactérienne normale (Nandi and Behar,
2011) indiguant que I'accumulation de neutrophiles et les dommages tissulaires qui en
découlent pourraient étre causés par I'échec du systéme immunitaire & contenir les

agents infectieux (Mocsai, 2013).

Double réle des neutrophiles

Ce double réle des neutrophiles dans la tuberculose a été décrit chez la souris. Les auteurs
suggerent que les neutrophiles régulent négativement l'inflammation pendant les stades
précoces de l'infection mycobactérienne tandis qu'ils contribuent a l'inflammation et &
I'élimination mycobactérienne lors d'une tuberculose chronique (Zhang et al., 2009).
Cependant, il n'est pas certain que I'lL-10, qui est la cytokine proposée pour étre responsable
de la plupart des effets chez la souris (Zhang et al., 2009), soit également libérée par les
neutrophiles humains (Davey et al., 2011). L'ensemble de ces informations suggére que les
neutrophiles pourraient avoir un réle beaucoup plus vaste (protecteur ou parfois
pathogénique) que ce qui avait été décrit jusqu'a maintenant lors d'infection

mycobactérienne.

4.1.3 Coopération macrophages — neutrophiles
Lorsqu'un neutrophile internalise un bacille il peut éliminer le pathogéne. Dans ce cas, le
phagocyte va généralement mourir in situ par apoptose ou nécrose avant d'étre ingéré par
un macrophage. Influencée par le type de mort cellulaire du neutrophile et la libération de
cytokines avant la mort, la réponse du macrophage pourra étre pro- ou anti-inflammatoire
(Lowe et al., 2012).
In vitro, les études montrent que |'association de macrophages a des neutrophiles
apoptotiques ou & des granulations purifiées de neutrophiles augmente ['activité
bactériostatique des phagocytes mononucléaires contre M. tuberculosis (Tan et al., 2006).
Le contact macrophage-neutrophile peut induire des changements transcriptionnels. Par
exemple, les neutrophiles stimulent la production de cytokines pro-inflammatoires par les
macrophages infectés par M. tuberculosis via des récepteurs de co-stimulation (Hoshino et
al., 2007).
Comme je vais le détailler dans les paragraphes suivants, 'utilisation de M. marinum dans le
modéle d'infection d'embryons de danio a permis d'étudier la contribution & la fois des

neutrophiles et des macrophages lors d'infections en temps réel.
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4.2 Mycobacterium marinum: modele d'étude de la tuberculose

4.2.1 Génomes: Mycobacterium marinum versus Mycobacterium tuberculosis
Le génome de |la souche de laboratoire H37Rv, séquenceé en 1998, est représenté sur la figure
26 (Cole et al,, 1998). Le génome de M. marinum, séquencé a partir d'une souche « M », est
représenté sur la figure 27. La souche « M » contient également un large plasmide ppM23 qui
contient 29 séquences codantes ainsi qu'un opéron de résistance au mercure avec 2 génes
codant pour des enzymes spécifiques de la famille des recombinases et qui seraient &

I'origine de la mobilité indépendante de cet élément (Stinear et al., 2008).

Figure 26 - Représentation circulaire du chromosome de

Mycobacterium tuberculosis (Smith, 2003)

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,528 bp

Figure 27 — Représentation circulaire du
chromosome et du plasmide pMM23 de
Mycobacterium marinum (Stinear et al.,

2008).

- | M. marinum M)
k6.535.327 bp-

Le génome de M. marinum mesure environ 1,5 fois celui de M. tuberculosis. Cette différence
reflete I'étendue de son spectre d'hétes par rapport @ M. tuberculosis. Cependant, les
génomes ont 85 % de régions orthologues identiques. Une analyse de I'ARNr 165 de 80
espéces mycobactériennes a confimé une intime relation entre M. marinum et M.
tuberculosis du point de vue de leur évolution. Cette méme analyse a permis de faire
I'hypothése que les deux espéces dériveraient d'un méme ancétre commun possédant des
capacités d'adaptation aussi bien & un héte qu'a une niche environnementale (Tobin and
Ramakrishnan, 2008). La principale différence entre les génomes est donc les 2,2 Mb

supplémentaires de M. marinum. Il a été suggéreé qu'une majeure partie de cette séquence
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résulterait d'une diminution du génome de M. fuberculosis a partir de |I'espece ancestrale,
renoncant a la niche environnementale et se spécialisant pour survivre exclusivement &
I'intérieur d'un héte. Finalement, M. marinum aurait continué & acquérir de nouveaux loci
puisque il y a des preuves de transferts latéraux et de duplication de génes concourant &
I'accroissement du génome de M. marinum apreés la divergence avec M. tuberculosis (Tobin
and Ramakrishnan, 2008). La proximité génétique des deux espéces a été illustrée
notamment par I'étude des génes ESAT-6 et CFP-10 tout deux codant pour des protéines
impliquées dans la virulence de M. tuberculosis. Ces deux protéines situées dans la région
RD1 du génome de M. tuberculosis ont été retrouvées chez M. marinum dans une région

nommeée exiRD1 (extended RDI) (figure 28) (Gao et al., 2004).
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Figure 28 — Diagrammes de la région ExtRD1 de M. marinum (A) et de la région RD1 de M. tuberculosis (B)
(adapté de (Gao et al., 2004)). Les génes ESAT-6 et CFP-10 sont encadrés par un rectangle coloré.

Plus généralement, des études ont révélé que M. tuberculosis et M. marinum partageaient
des facteurs de virulence orthologues. Comme le montre le tableau 2, les fonctions des
principaux facteurs de virulence de M. tuberculosis sont conservées chez M. marinum ce qui
fait de ce dernier un bon outil pour I'étude des bases moléculaires de la virulence chez les

mycobactéries (Tobin and Ramakrishnan, 2008).
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M. marinum M. tuberculosis
Molecule Presence Mutant phenotype Presence Mutant phenotype
Cell wall lipids
kasB (mycolic  + Attenuated, + Attenuated, Rifampicin
acid structure) Rifampicin, defensin hypersusceptibility
hypersusceptibility
PDIM Altered stereochemistry, ND + Attenuated
Biosynthetic pathway,
fransporters present
TDM Biosynthetic ND + Attenuated
pathway present
PGL Biosynthetic ND Some strains Presence of PGL correlates
pathway present {e.g. W-Bsijing) with hypenvirulence
SL1 = NA * None reported
Carotenoids
crB + Attenuated - -
CrP + Attenuated + ND
Emp * Attenuated, Rifampicin + Attenuated, detergent
hypersusceptibility sensitivity
ESX secretion
ESX-1 + Attenuated, + Attenuated, altered
phagolysosome fusion, cytokine profile,
granuloma formation, phagolysosome fusion
haemolysis and others
ESAT-6 + Attenuated + Attenuated
CFP-10 + Aftenuated + Attenuated
EspA Probable, but ND + Attenuated
orthologue unclear
EspB + Attenuated + ND
ESX-5 + Attenuated + ND

Tableau 2 — Comparaison des facteurs de virulence de Mycobacterium marinum et de Mycobacterium

tuberculosis (Tobin and Ramakrishnan, 2008).

4.2.2 Le modele d’'infection Mycobacterium marinum / Danio rerio

Mycobacterium marinum est un pathogéne spécifique des poissons et d'autres animaux
aquatiques avec un large spectre d'hétes (amphibiens, crustacés, mollusques). On e
retrouve aussi bien dans les eaux douces que dans les eaux salées avec une répartition
géographique mondiale. L'homme représente un hoéte accidentel et une impasse
épidémiologique. M. marinum présente un grand intérét pour |'étude des bases moléculaires
de la pathogenése mycobactérienne du fait de sa proximité génétique et clinique avec M.
tuberculosis. De plus, sa manipulation demande un niveau de sécurité L2 moins contraignant
que celui de M. tuberculosis (L3) puisque le risque de contamination & I'homme par M.
marinum est moins élevé que par M. tuberculosis. Par ailleurs, la croissance de M. marinum
est beaucoup plus rapide que celle de M. tuberculosis. Les animaux & sang froid constituent
I'hndte naturel de M. marinum. L'infection de ces animaux est réalisée avec succes et la
mycobactérie provoque une maladie granulomateuse semblable & la tuberculose. C'est
pour cela que le modéle d'infection expérimentale chez le Danio rerio (danio ou zebrafish) a
été proposé comme modeéle d'étude de la tuberculose.

Le Danio rerio est un hote particulierement intéressant. En effet, en plus de la réponse innée,
cet animal posséde un systéme immunitaire adaptatif complexe semblable & celui des
mammiféres. Les embryons de poisson sont exploités pour étudier les interactions
hote/pathogéne de nombreuses bactéries et notamment les mycobactéries (Meijer et al.,
2014). Les embryons ont I'avantage d'avoir un développement externe et d'étre
transparents ce qui permet de visudliser |'infection en temps réel chez I'animal vivant. De

plus, ils possédent des macrophages fonctionnels dés 30 hpf et des neutrophiles fonctionnels
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dés 48 hpf, compétents pour une infection. Ceci permet d'étudier les effets de I'immunité
innée. Il est également possible d'étudier I'immunité adaptative chez des embryons matures
infectés car celle-ci se développe plus tardivement (la circulation des lymphocytes
n'apparait que vers le 21éme jour post-fertilisation) (Pozos and Ramakrishnan, 2004).

Par ailleurs, plusieurs types de manipulations génétiques sont possibles chez cet animal.

Des lignées tfransgéniques ont été développées. Le mutant Golden a une pigmentation
moins intense que I'animal sauvage. A partir de ce mutant des lignées transgéniques qui
portent un marqueur fluorescent spécifique d'un type cellulaire ont vu le jour. Ainsi, les lignées
Tg(mpx:eGFP) (Renshaw et al., 2006) et Tg(mpegi:mCherry-F) (Bernut et al., 2014) ont été
construites en prenant des promoteurs spécifiques respectivement de granulocytes et de
macrophages et en clonant des protéines fluorescentes en aval. Le géne mpx code pour la
myéloperoxydase qui est un marqueur spécifique des neutrophiles. Ces demiers sont
marqués en vert dans la lignée Tg(mpx:eGFP) alors que les macrophages sont marqués en
rouge dans la lignée Tg{mpegl:mCherry-F).

Chez I'embryon de danio, l'inhibition transitoire de I'expression de génes est désormais
possible par infroduction de morpholinos qui sont des oligonucléotides antisens modifiés. Les
morpholinos dirigés contre le géne pu.l codant pour un facteur de tfranscription myéloide
permettent de dépléter I'embryon en macrophages (Clay et al., 2007; Rhodes et al., 2005).
En fonction de la dose utilisée, I'embryon peut étre déplété a la fois en macrophages et en
neutrophiles.

Ce modéle d'infection offre également la possibilité d'injecter dans différents
compartiments. L'injection intra-veineuse est la plus utilisée mais I'injection peut également

se faire en sous-cutanée, dans la cavité otique ou encore dans le péricarde (figure 29).

Bactéries

. @Saa’monm.’a Typhimurium
‘Shige.’.fa — o Mycobactenium abscessus
‘;‘3 X ° Pseudomaonas aeruginosa
WY Staphylococcus aureus ; :
Streplococoous spp.

@ Mycobacterium marinum
Golden

Tg(mpx:GFF) 5. Renshaw (UK)

Tg{mpeg1:mCherry-F) a. Lutfala

PC : PeriCardium

HV : Hindbrain Ventricle
OV | Otic Vesicle

¥B : Yolx Ball

CV : Caudal Vein

| Différentes lignées de poissons | | Différents sites d'injection |

| Embryon de Danio rerio |

Figure 29 - Le modeéle d’infection Danio rerio.
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Une étude a démontré que M. marinum causait une infection systémique chez les embryons
de danio avec les caractéristiques clefs des mycobactérioses du poisson adulte, notamment,
I'aggrégation des macrophages dans des structures granulomateuses (Davis et al., 2002).
Depuis, les embryons de poissons sont utilisés dans le modéle M. marinum/danio pour les
avantages énoncés précédemment. Ce modéle s'est révélé étre  particuliérement
intéressant depuis qu'il a permis de visudliser I'interaction Mycobacterium-macrophage a un
stade précoce de l'infection. D'un point de vue technique, pour visualiser les bactéries on
utilise généralement des souches qui expriment de maniére constitutive une protéine

fluorescente (GFP ou mCherry).

4.2.2.1 Etude de la virulence des mycobactéries
Le modéle M. marinum/danio est largement utilisé pour I'étude de la virulence des
mycobactéries. La virulence est déterminée par deux paramétres qui sont, d'une part la
survie du poisson aprés infection par M. marinum et d'autre part, I'évaluation de la
croissance bactérienne dans 'animal. Chez des embryons infectés par M. marinum, la
mortalité est plus précoce que chez des embryons non infectés (figure 30) (Davis et al., 2002;

Gao et al., 2004).
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Pour évaluer la croissance des bactéries, les poissons sont lysés puis le nombre de bactéries
viables est déterminé par comptage sur boites a différents temps post-infection. Ce modéle
permet également d'étudier la virulence de mutants de M. marinum. Ces derniers sont
construits par délétion de génes impliqués dans la virulence des mycobactéries. C'est le cas
de mutants extRD1 ou le locus extRD1, impliqué dans la virulence de M. marinum, est délété.
On observe alors une diminution de la mortalité et du nombre de bactéries viables traduisant

une pathologie moins virulente et donc une forme atténuée de la maladie (figure 31).
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mutants extRD1.
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4.2.2.2 Etude de la physiopathologie de la tuberculose

a) Réle des macrophages
Le granulome a longtemps été uniquement considéré comme une structure bénéfique pour
I'hbéte permettant de contenir l'infection (Davis and Ramakrishnan, 2009; Rubin, 2009).
Cependant, I'analyse de l'infection en temps réel dans le modéle danio a bouleversée cette
vision des choses en suggérant que le granulome pouvait également promouvoir I'infection
(Davis and Ramakrishnan, 2009). Dans cette étude, les auteurs ont utilisé deux types de
souches de M. marinum: des souches virulentes sauvages et des souches mutées par délétion
du locus RD1 ce qui implique des souches dont la virulence est atténuée. lls ont alors pu
mettre en évidence l'importance de RDI1 dans les étapes de formation du granulome. En
effet, lors de l'infection par un mutant RDI, la formation du granulome est retardée et
I'expansion bactérienne est faible par rapport au modéle virulent (figure 32) (Bold and Ernst,

2009; Pozos and Ramakrishnan, 2004).
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Figure 32 — Mécanismes et conséquences de la formation du granulome a un stade précoce et impact de

RD1 (Davis and Ramakrishnan, 2009).
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Les observations faites fournissent des éléments sur la maniere dont les mycobactéries
pathogénes exploitent le granulome pour une expansion locale et une dissémination
systémique révélant ainsi un nouveau mécanisme de dissémination bactérienne telle que
I'attraction de macrophages non-infectés vers l'aggrégat et le transfert inter-

macrophagique des bactéries (figure 33).

Bacterial Expansion l Immune control Equilibrium

& Virulent mycobacteria
\gt Macrophage

% Apopletic bodies 4 5
= & Ty
= OChematactic signal 4 . £
. & 8.8 g
@  Tlymphocyte ® = S
Sacond% 4 0
granulor = \m A

TIME POST INFECTION —»

Figure 33 — Etapes de la formation du granulome dans la tuberculose (Bold and Ernst, 2009).

b) Réle des neutrophiles
Dans la tuberculose, bien que la présence des neutrophiles aux sites d'infection soit connue
depuis longtemps, leur rdle dans la défense contre les mycobactéries reste vague. La
tracabilité génétique et la transparence des embryons de danio ont donc été exploitées
pour monitorer le comporterment des neutrophiles et ses conséqguences lors d'une infection
par M. marinum (figure 34). Chez le zebrafish, le monitorage in vivo d'une infection
mycobactérienne a montré que les neutrophiles n'interagissaient pas avec les bacilles lors de
la phase trés précoce de l'infection mais que les neutrophiles étaient recrutés par la suite au
granulome naissant en réponse a des signaux provenant des macrophages infectés
movurants a l'intérieur du granulome et qu'ils vont phagocyter. Ensuite, quelques neutrophiles
tuent rapidement des mycobactéries internalisées grdce & des mécanismes dépendants de
la NADPH oxydase (Yang et al., 2012a). Ce phénoméne sert donc, non seulement & nettoyer
le site d'infection mais aussi a contenir l'infection (Mdcsai, 2013). 1| faut noter que ces
infections ont été réalisées dans le compartiment sanguin (Yang et al., 2012a). Alors que les
neutrophiles internalisent peu des bactéries tel qu'E. coli dans ce compartiment, ils sont trés
efficaces pour s'en débarrasser dans un compartiment tissulaire (Colucci-Guyon et al., 2011).
L'action des neutrophiles vis-a-vis de M. marinum suite & une infection sous-cutanée n'a pas

éte étudiee.
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modéle M. marinum/Danio rerio (Yang et al., 2012a).
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4.3 Pseudomonas aeruginosa et cellules phagocytaires

La phagocytose est un processus critique dans le répertoire inné des défenses contre P.
aeruginosa. Les structures cellulaires et les récepteurs qui gouvernent la phagocytose du
pathogéne et comment ceux-ci interagissent avec les effecteurs du pathogéne et les

facteurs de virulence ne sont pas entierement élucidés (Lovewell et al., 2014).

4.3.1 Internalisation par les cellules phagocytaires

Les événements de signalisation qui gouvernent la prise en charge de P. aeruginosa par les
neutrophiles et les macrophages sont complexes. L'internalisation est médiée par le contact
et la licison bactérie-phagocyte, conjointement & la reconnaissance de récepteurs de P.
aeruginosa et a la signalisation en aval pour réguler I'ingestion. Par ailleurs, I'internalisation est
dictée par de nombreux facteurs incluant I'expression de récepteurs sur le phagocyte autant
que I'expression et I'exposition de ligands sur le pathogéne.

La motilité flagellaire est un déterminant bactérien clef pour la sensibilité phagocytaire de P.
aeruginosa par les phagocytes murins et humains. L'internalisation de P. aeruginosa semble
étre actine-dépendante et contrélée par la voie de signalisation PI3K/Akt (figure  35)

(Lovewell et al., 2014).
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Figure 35 - Phagocytose de P. aeruginosa.

4.3.2 Stratégies bactériennes d'échappement a la phagocytose
P. aeruginosa est sensible & l'internalisation et la dégradation par les cellules phagocytaires.
Cependant, de nombreuses tactiques ont été identifiees par lesquelles le pathogéne est

capable de diminuer sa vulnérabilité vis-a-vis de la phagocytose (Lovewell et al., 2014).

4.3.2.1 Perte de la motilité flagellaire
La motilité flagellaire a été identifiée comme un élément critique d'activation phagocytaire
in vitro et in vivo (Amiel et al., 2010). La perte de la motilité flagellaire, indépendamment du
flagelle lui-méme, fournit & la bactérie une augmentation de sa résistance d'environ 100 fois
a la prise en charge phagocytaire notamment par les macrophages et les neutrophiles
(Amiel et al.,, 2010). Ce phénoméne est indépendant des autres facteurs de virulence
bactériens ou de |'opsonisation par I'hdte. Il est dU & 'activation bactérienne de la voie de
signalisation cellulaire de I'héte PI3K/AkT (Lovewell et al., 2011, 2014). Le pathogéne est donc
capable de passer dans un état non-motile caractérisé par la formation de biofims qui
permettent la colonisation de I'hdéte par la bactérie (Folkesson et al., 2012; Luzar et al., 1985).
La perte de motilité flagellaire contribue donc & la résistance phagocytaire et par
conséquent a la persistence bactérienne et I'entrée dans une phase chronique de

l'infection.

4.3.2.2 Sécrétion d’exopolysaccharides
P. aeruginosa possede un nombre de loci génétiques capables de générer ou modifier les
exopolysaccharides, la production d'alginate et le phénotype mucoide (Mishra et al., 2012;
Ryder et al., 2007). Des analyses généetiques ont identifié que I'expression de certains de ces
génes était impliquée dans la résistance phagocytaire (Krieg et al., 1988; Oliver and Weir,

1985).
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4.3.2.3 Systéme de sécrétion de type lll (T3SS)
P. aeruginosa possede un T3SS qui lui permet d'injecter des protéines effectrices directement
dans les cellules hétes (Le Berre et al., 2011; Ben Hagj Khalifa et al., 2011). Parmi ces protéines
effectrices, il a été montré que les toxines ExoT et ExoS limitaient la prise en charge de P.
aeruginosa par les macrophages (Hauser, 2009). De maniére générale, ces protéines
effectrices contribuent a la persistence de l'infection par atténuation de l'ingestion et de la
clairance par les phagocytes. Elles facilitent aussi la mort cellulaire entrainant I'exacerbation

de la sévérité de I'infection (Engel and Balachandran, 2009).

4.3.2.4 Inhibition de PAR2
Un autre facteur de virulence a été identifié comme responsable de |'inhibition fonctionnelle
de la phagocytose. Il s'agit de la métalloprotéinase élastolytique LasB qui clive des
récepteurs de I'héte tel que PAR2 (Dulon et al., 2005). Ainsi, la perte de PAR2 chez des
neutrophiles diminue significativement la prise en charge phagocytaire de P. aeruginosa par
un meécanisme non défini (Moraes et al., 2008). L'activation de PAR2 entrainerait le
recrutement de la machinerie phagocytaire (Buddenkotte et al., 2005)et la protéine pourrait

agir comme récepteur phagocytaire direct (Lovewell et al., 2014).

4.3.3 Le modeéle d'infection Pseudomonas aeruginosa / Danio rerio

Depuis que la réponse phagocytaire de I'héte a été décrite comme la clef déterminante
dans la pathologie infectieuse, de nombreux modéles de réponses des cellules
phagocytaires a P. aeruginosa (in vitro et animaux) ont été développés.

Bien que le modéle murin soit apparu pendant longtemps comme le modéle animal le plus
pertinent pour 'étude des interactions hdéte-pathogéne, les avantages décrits dans le
paragraphe 4.2.2 pour le danio ont été mis & profit pour I'étude des interactions hoéte-
pathogéne des infections aigles de P. aeruginosa. Le danio est sensible & l'infection par P.
aeruginosa et dépend des mécanismes de l'immunité innée pour le contréle des infections
bactériennes.

Ce modéle a donc été utilisé et a permis d'observer le comportement des phagocytes en
temps réel dans I'animal vivant (Brannon et al., 2009; Clatworthy et al., 2009). | a été montré
gu'd la fois les neutrophiles et les macrophages phagocytaient puis éliminaient les bacilles
(figure 36). Le réle dans la virulence du systéme de sécrétion de type 3 (T3SS) a été étudié
dans le cas d'une infection aigle et a montré que le mutant T3SS était atténué dans ce
modéle (figure 37). En revanche, la déplétion des embryons en phagocytes, grGce &
I'utilisation de morpholinos dirigés contre le géne pu.l, montre une virulence similaire entre la
souche sauvage et le mutant T3SS (figure 38). Ces fravaux soulignent I'implication des cellules

phagocytaires lors de l'infection aigué & P. aeruginosa.
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Figure 36 - Visualisation de phagocytes infectés par P. aeruginosa
(Brannon et al.,, 2009). Les phagocytes ont une fluorescence verte. Les
bactéries fluorescencent en rouge. (A) Cellules ayant phagocyté les bactéries.
Les triangles indiquent les bactéries dans les phagocytes. La fleche indique les
bactéries digérées. (B) Cellules avec des bactéries a 2 hpi. Les triangles
indiquent les bactéries a l'intérieur ou adhérentes aux cellules. (C) Cellules
contenant des bactéries intactes (triangles) ou digérées (fléeche), 2 hpi. (D)
Cellule avec une vacuole contenant un relargage de fluorescence rouge (fléche
blanche) et une seconde vacuole contenant presque plus de fluorescence rouge

(fleche noire), probablement aprés digestion compléte de P. aeruginosa.
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[l QBJECTIFS

Pour résoudre un probléme ou pour atteindre un but,
vous n'avez pas besoin de connaitre toutes les réponses al'avance.
Mais vous devez avoir une idée claire du probleme ou I'objectif que vous souhaitez atteindre

W. Clement Stone
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MgtC est un facteur de virulence présent chez de nombreux pathogeénes intracellulaires
majeurs incluant Mycobacterium tuberculosis. Cette protéine joue un réle majeur dans la
survie intfra-macrophagique mais le réle de MgtC in vivo reste inconnu. Une grande partie de
mon ftravail a porté que I'étude de MgtC de Mycobacterium marinum. De maniére
surprenante, MgtC est également présent chez le pathogéne extracellulaire Pseudomonas
aeruginosa et j'ai contribué & une étude du réle de MgtC chez ce pathogéne
extracellulaire. De plus, la découverte du peptide membranaire régulateur MgiR, capable
de favoriser la dégradation de MgtC, fait de ce facteur de virulence une cible
thérapeutique de choix dans le cadre d'une stratégie anti-virulence et j'ai exploité cette

piste chez les mycobactéries et chez Pseudomonas aeruginosa.

1 Etudier le rdle du facteur de virulence MgiC chez les

mycobactéries et chez Pseudomonas aeruginosa

Dans le but de mieux comprendre le réle du facteur de virulence MgtC chez les
mycobactéries, nous avons utilisé le modeéle Mycobacterium marinum qui est fréguemment
utilisé comme modéle d'étude de la tuberculose. Un premier objectif est d'évaluer la
régulation de MgtC chez M. marinum. Un second objectif est de déterminer si les fonctions
de MgtC décrites chez M. tuberculosis sont conservées chez M. marinum pour ensuite utiliser
le modéle d'infection M. marinum/Danio rerio qui a d'ores et déja fait ses preuves dans la
compréhension des mécanismes de la pathogénése tuberculeuse.

D'autre part, le réle de MgtC n'ayant jamais été étudié chez un pathogéne extracellulaire, il
nous a semblé particulierement intéressant de I'étudier chez P. aeruginosa. Cette étude a
été menée dans un modeéle d'infection cellulaire de macrophages et in vivo dans le modéle
d'infection d'embryons de danio. Dans ce projet, mon objectif était de mieux comprendre le

réle MgtC dans le macrophage et d'étudier sa régulation.

2 Tester les potentialités « anti-virulence » de peptides membranaires

régulateurs

Pour valider MgtC en tant que nouvelle cible thérapeutique, mon second objectif était
d'étudier le peptide membranaire MgiR en tant que potentielle molécule thérapeutique.
MgiR n'étant présent que chez Salmonella, il nous fallait dans un premier temps déterminer si
ce peptide est capable d'interagir avec les protéines MgtC issues d'autres pathogenes,
mycobactéries et P. aeruginosa. J'ai également évalué les potentielles propriétés anti-
virulence de MgtR chez ses pathogénes en utilisant les mémes modéeéles d'infection (modéle
cellulaire de macrophage et modéle animal du danio) que pour I'étude de MgtC.

En marge de cet objectif principal, j'ai participé & I'étude d'un autre peptide, KdpF, ayant
des potentialités anti-virulence. Cette étude a été réalisée chezle pathogéne intracellulaire

S. Typhimurium.
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Il RESULTATS

L'expérience ne trompe jamais ; seuls vos jugements erent,
qui se promettent des résultats étrangers a notre expérimentation personnelle.

Léonard de Vinci
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1 Role du facteur de virulence MgtC

1.1 Identification d'un role de MgtC de Mycobacterium marinum dans la

phagocytose

1.1.1 Résumé de l'article 1
MgtC est un facteur de virulence impliqué dans la croissance intramacrophagique et présent
chez plusieurs pathogeénes intracellulaires, notamment Mycobacterium tuberculosis et
Salmonella enterica serovar Typhimurium. MgtC participe aussi & I'adaptation @ une carence
en magneésium.
Dans le but de mieux comprendre le réle de MgtC chez les mycobactéries, j'ai construit un
mutant mgtC chez Mycobacterium marinum.
J'ai pu montrer que le géne mgtC de M. marinum était fortement induit par une absence de
magneésium et était nécessaire pour une croissance optimale dans un milieu carencé en
magnésium. J'ai ensuite étudié le comportement du mutant mgtC de M. marinum dans le
modéle d'infection d'embryons de Danio rerio. J'ai utilisé une lignée transgénique de danio
marquant spécifiquement les neutrophiles. D'apres les courbes de survie, le mutant mgtC
n'est pas atténué dans ce modéle d'infection. En revanche, les résultats indiquent que la
phagocytose du mutant mgtC par les neutrophiles est augmentée par rapport a celle de la
souche sauvage dans le cas d'une infection sous-cutanée. Une augmentation de la
phagocytose de la souche mutée est également observée, ex vivo, dans une lignée
cellulaire murine de macrophages J774. Par ailleurs, aucune différence n'a été trouvée entre
le mutant mgtC et la souche sauvage au niveau de |'adhésion bactérienne aux
macrophages et de l'internalisation par des cellules épithéliales. Contrairement au réle décrit
chez les autres pathogénes intracellulaires, MgtC de M. marinum ne contribue pas
significativement a la réplication intramacrophagique.
Ces résultats indiquent donc une fonction inattendue de MgtC de M. marinum & une étape
précoce de l'infection dans les cellules phagocytaires. De plus, les résultats indiquent que
bien que la fonction de MgtC soit conservée entre les pathogénes concernant I'adaptation
& des conditions de carence en magnésium, son réle a I'égard des cellules phagocytaires

peut différer, probablement en raison des différents styles de vie des pathogénes.
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1.1.2 Article 1 - Mycobacterium marinum plays a role in phagocytosis but is

dispensable for intracellular multiplication
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Abstract

MgtC is a virulence factor involved in intramacrophage growth that has been
reported in several intracellular pathogens, including Mycobacterium tuberculosis
and Salmonella enterica serovar Typhimurium. MgtC participates also in adaptation
to Mg®* deprivation. Herein, we have constructed a mgtC mutant in Mycobacterium
marinum to further investigate the role of MgtC in mycobacteria. We show that the
M. marinum mgtC gene (Mma mgtC)is strongly induced upon Mg?* deprivation and
is required for optimal growth in Mg?*-deprived medium. The behaviour of the Mma
mgtC mutant has been investigated in the Danio rerio infection model using a
transgenic reporter zebrafish line that specifically labels neutrophils. Although the
mgtC mutant is not attenuated in the zebrafish embryo model based on survival
curves, our results indicate that phagocytosis by neutrophils is enhanced with the
mgtC mutant compared to the wild-type strain following subcutaneous injection.
Increased phagocytosis of the mutant strain is also observed ex vivo with the
murine J774 macrophage cell line. On the other hand, no difference was found
between the mgtC mutant and the wild-type strain in bacterial adhesion to
macrophages and in the internalization into epithelial cells. Unlike the role reported
for MgtC in other intracellular pathogens, Mma MgtC does not confribute
significantly to intramacrophage replication. Taken together, these results indicate
an unanticipated function of Mma MgiC at early step of infection within phagocytic
cells. Hence, our results indicate that although the MgtC function is conserved
among pathogens regarding adaptation to Mg®* deprivation, its role towards
phagocytic cells can differ, possibly in relation with the specific pathogen’s
lifestyles.
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Introduction

MgtC is a virulence factor common to several intracellular pathogens [1]. It was
first described in Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) as
required for intramacrophage multiplication and systemic infection in mice [2-4].
Later, it was described as a critical factor for the intramacrophage growth of
Mycobacterium tuberculosis, Brucella suis, Yersinia pestis, Burkholderia cenocepacia
and Salmonella enterica serovar Typhi [5-9]. Despite its importance in the
virulence of various bacterial pathogens, the mechanism by which MgtC promotes
intracellular growth remains unknown. Salmonella MgtC has been recently shown
to directly interact with bacterial F|F, ATP synthase, thereby altering its ability to
translocate protons and to couple translocation to ATP synthesis [10]. Hence,
modulation of F-ATP synthase activity is proposed to drive the ability of MgtC to
promote intramacrophage replication.

MgtC has been associated to adaptation to low Mg** environments in broth
media in the various pathogens mentioned above, based on the observation that
growth of the corresponding mgtC mutants is impaired in Mg>* deprived media
[1]. Moreover, expression of mgtC gene is highly induced by deprivation of
external Mg”* concentration in S. Typhimurium and Y. pestis [11, 12], which are
two organisms where mgtC is cotranscribed with the Mg”" transporter encoded by
mgtB. However, mgtC has been shown to be only slightly induced by Mg**
limitation in M. tuberculosis [13, 14], suggesting that Mg>* may regulate MgtC
only in bacterial species where it is cotranscribed with a Mg®* transporter.

MgtC is a membrane-associated protein that harbors a conserved hydrophobic
N-terminal and a more divergent soluble C-terminal domain that exhibits
conservation among proteins from intracellular pathogens as S. Typhimurium
and M. tuberculosis [15]. MgtC has been shown to play a role in M. tuberculosis
virulence in macrophage and mice infection models [5] but the contribution of
mgtC in mycobacterial physiology and virulence needs further investigation.
Because MgtC isconserved between M. tuberculosis and Mycobacteriummarinum,
we aimed to address its role in M. marinum virulence, as well as its regulation by
magnesium. M. marinum is closely related to M. tuberculosis not only in its
pathology but also genetically [16, 17], and has been increasingly used as a suitable
model for understanding the pathogenesis of tuberculosis. As a natural host for
this pathogen, zebrafish provides a powerful vertebrate model to study M.
marinum pathogenesis. Moreover, because of their genetic tractability and optical
transparency, zebrafish embryos have been successfully used to investigate host-
bacteria interactions and the role of innate immunity during M. marinum
infection [18-20].

The present results indicate that Mma mgtC transcription is strongly induced
by magnesium deprivation and, unexpectedly, that Mma MgtC appears
dispensable for intramacrophage replication but plays a role in phagocytosis, a
phenotype first uncovered in zebrafish embryos.
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Materials and Methods

Bacterial strains and growth culture conditions

Mycobacterium marinum M and Mycobacterium smegmatis mc*155 strains were
grown at 30°C and 37°C, respectively, in Sauton’s medium containing 0.025% of
tyloxapol (Sigma) or on Middlebrook 7H10 agar plates supplemented with 10%
Oleic acid-Albumin-Dextrose-Catalase (OADC) enrichment, in the presence of
kanamycin (25 mg/ml), hygromycin (80 mg/ml) and zeocin (25 mg/ml), when
required. Low magnesium medium was obtained by replacing the magnesium
sulfate in the Sauton’s medium by a similar concentration of potassium sulfate.
Escherichia coli (DH5a) was used for cloning and was grown in LB medium with
zeocin (25 mg/ml) at 37°C.

RNA extraction andgRT-PCR

RNA was prepared from 5 ml of mid-logarithmic bacterial cultures (grown in
Sauton’s medium containing or not magnesium). Bacteria were harvested,
resuspended in 1 ml of RNA protect reagent (Qiagen) and incubated for | h at
room temperature. Bacteria were centrifuged and resuspended in 1 ml of RLT
buffer from RNeasy Mini kit (Qiagen), transferred in a Lysing matrix B tube (MP
Bio) and disrupted with a bead-beater apparatus (3 times, 45 sec, maximal speed).
RNA was purified with the RNeasy kit, according to manufacturer’s instructions.
DNA was further removedusing DN Asel (Invitrogen). cDNA was produced using
Superscript 111 reverse transcriptase (Invitrogen). Controls without reverse
transcriptase were done on each RNA sample to rule out DNA contamination.
Quantitative real-time PCR was performed using an in-house SYBR Green mix
and a 480 light cycler instrument (Roche). PCR conditions were as follows: 3 min
denaturation at 98°C, 45 cycles of 98°C for 5 sec, 68°C for 10 sec and 72°C for
10 sec. The sigd gene (MMAR 2011) was used as internal control. The sequences
of primers used for qRT-PCR are listed in S| Table.

Construction of M. marinum mgtC mutant and complemented
strains

A strain deleted for the mgrC gene was constructed in M. marinum M using
mycobacteriophage-mediated allelic exchange to replace mgtC by a hygromycin
cassette. The construction of the allelic exchange substrate (AES) phasmid, the
preparation of phage and the phage transduction was performed as described
[21]. One kb long sequences upstream and downstream of mgtC were cloned into
the pJSC347 on both sides flanking the hygromycin cassette. The mutant was
checked by PCR and southern blot using probes corresponding to the mgtC and
hygromycin genes. Complementation of the mgtC mutant was performed using a
chromosomal copy of the mg¢C gene placed under the control of its own
promoter. A DNA fragment including the mgtC gene and 840 bp upstream
(which contains the intergenic region between MMAR 2685 and MMAR 2686 as
well as MMAR 2687 gene) was amplified by PCR using primers pMV306-Xbal-59
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and pMV306-HindIl1-39 and was cloned at the Xbal and Hindlll sites of the
integrative vector pMV306 [22]. The resulting plasmid was electroporated in the
mgtC mutant to integrate the mgtC gene with its upstream sequences at the
chromosomal attB site with selection on 7H10 agar plates containing kanamycin.
As a control, the empty pMV306 vector was also electroporated into the wild-type
strain and the mgtC mutant strain.

Zebrafish embryos injections and microscopy

Experiments were performed using the golden zebrafish mutant [23] or the
Tg(mpx:EGFP) where GFP is specifically expressed in neutrophils [24]. Zebrafish
were raised and maintained according to standard procedures [25]. Embryos were
obtained from pairs of adult fish by natural spawning and raised at 28.5°C in tank
water. Ages are expressed as hours or days post fertilization (hpf or dpf).
Mycobacteria from mid-log phase cultures grown in Sauton’s medium were
washed twice in PBS, resuspended in PBS and homogenized with a 26G syringe
(five times) at an ODggo of 3. Zebrafish larvae of 30 hpf (caudal vein injection) or
3 dpf (subcutaneous injection) were anesthetized by immersion in buffered
tricaine (Sigma A-5040) and manually dechorionated, if needed. For subcuta-
neous infection, embryos were fed with tetrahymenas from 5 dpf to the end of the
experiment, 3 times per week. They were injected with 1 nl of bacterial suspension
using a Tritech Research digital microINJECTOR (MINIJ-D). To determine
bacterial loads in infected embryos, groups of two infected embryos were collected
and dissociated using the BD mycoprep Kit. Suspensions were homogenized with
a 26G syringe (five times) and dilutions were plated on Middlebrook 7H10
supplemented with 25 mg/ml of kanamycin to determine the colony forming units
(CFU). All quantitative results are from triplicate experiments. Wide-field, bright-
field and fluorescence live microscopy of infected embryos were performed using
an Olympus MVX10 epifluorescence microscope. Images were acquired with a
digital color camera (Olympus XC50) and processed using CellSens (Olympus).
Fluorescence filters cubes (FITC-MVX10 and TRITC-MVX10) were used to detect
green and red light, respectively. Confocal fluorescence microscopy was
performed using a Leica DM2500CSQ upright microscope with a Leica TCS SPE
confocal scan head, differential interference contrast (DIC) optics and a
SuperZGalvo SPE z-step controller. For fixed-sample observations, embryos in
50% glycerol in PBS were mounted flat onto depression transparent slides with a
coverslip and observed with a 106 Leica Apo 0.3 NA, 406 Leica Apo oil 1.15 NA
or 636 Leica Apo oil 1.33 NA objectives. Overlays of fluorescent and DIC images
and 2D reconstructions of image stacks were processed and assembled using LAS-
AF software. Final image analysis and visualization were performed using GIMP
2.8 freeware to adjust levels and brightness and to remove out-of-focus
background fluorescence.
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Ethics statement

All animal experiments described in the present study were conducted at the
University Montpellier 2 according to European Union guidelines for handling of
laboratory animals (http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/
home_en.htim) and were approved by the Direction Sanitaire et Ve te rinaire de
I’'He rault and Comite” d* Ethique pour I’Expe rimentation Animale under reference
CEEA-LR-13007. The breeding of adult fish adhered to the international
guidelines specified by the EU Animal Protection Directive 2010/63/EU and adult
zebrafish were not sacrificed for this study. For survival curves, cardiac rhythm
was used as a clinical criteria to fix the endpoint at which embryos are euthanized
using the anaesthetic Tricaine up to a lethal dose. Condition of the infected
animals was monitored three times a day. For CFU counts, embryos were
anaesthetized with Tricaine up to a lethal dose before lysis with triton. Embryos
that survive infection were anaesthetized with Tricaine up to a lethal dose before
bleach treatment. For live imaging analysis, embryos were anaesthetized with
Tricaine. For microscopic observation of fixed samples, embryos were fixed with
4% paratormaldehyde after being anaesthetized with Tricaine up to a lethal dose.

Macrophage infection assays

J774 cells were maintained at 37°C in 5% CO, in Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM) (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Gibco). J774 cells were allowed to adhere in a 24-well plate at a density of 5610*
cells/well for 24 h at 37°C in 5% COs.

For infection, M. marinum cultures grown exponentially in Sauton’s medium
(ODggp around 0.8 to 1) were centrifuged, washed in phosphate buffer saline
(PBS) and bacterial clumps were disrupted by 8 successive passages through a 26G
needle. The remaining aggregates were then eliminated with a short spin (1 min at
1,100 rpm). For experiments including the wbb/2 mutant as control, mycobacteria
were grown on Sauton’s agar plates (to induce LOS production in the wild-type
strain) containing 10% OADC enrichment for 5-7 days as described [26].
Bacterial lawns were scraped off the plates, resuspended in 1 ml of PBS and
clumps were disrupted as indicated above followed by low speed centrifugation to
eliminate aggregates. In all experiments, macrophages were infected at a
multiplicity of infection (MOI) of approximately 2. The infection was allowed to
proceed for 3 h at 32°C in 5% CO; prior to exposure to 200 mg/ml gentamicin for
60 min to kill the remaining extracellular bacteria. Infected cells were then washed
three times with PBS. Cells were then lysed with 0.1 ml of 1% Triton X-100 in PBS
and the number of intracellular mycobacteria counted by plating appropriate
dilutions onto Middlebrook 7H10 agar plates. To evaluate the numbers of
phagocytosed bacteria, the ratio between the count of internalized bacteria and the
count of bacteria in the inoculum was determined. For kinetic experiments, earlier
infection times (0.5, 1, and 2 h) were also assessed. To evaluate the multiplication
rate, after the three washes with PBS, infected cells were incubated for 5 days in
DMEM medium supplemented with 20 mg/ml gentamicin (a concentration that

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0116052 December 29, 2014 5123

23



®'PLOS | ONE

Role of M. marinum MgtC in Phagocytosis

prevents growth of M. marinum strains) at 32°C in 5% COs prior to cell lysis and
bacterial enumeration. The ratio between the number of internalized bacteria at
day 5 and the number of internalized bacteria after 3 h infection was calculated.
To evaluate bacterial adherence, the same procedure was applied, except that 1774
cells were incubated 30 min with 10 mg/ml cytochalasin D prior to infection or
were incubated at 4°C during the phagocytic time. All results are derived from a
least three independent experiments where strains are tested in triplicate.

To visualize and count the number of bacterium-containing macrophages, a
similar protocol was used except that macrophages were allowed to adhere on
coverslips prior to infection with fluorescent bacteria carrying the
pMV261 mCherry (Table 1). Following exposure to gentamycin, infected cells
were washed three times in PBS and labeled with fluorescein-conjugated
phalloidin (Sigma), according to the manufacturer’s instructions to visualize the
shape of the cells. Stained cells were then observed using a Zeiss Axioimager and
quantification of mycobacterium-residing cells was determined by counting 20
fields per coverslip. Each strain was analyzed in triplicate.

HelLa cells infection assays

HeLa cells were maintained at 37°C in 5% CO,in DMEM supplemented with
10% fetal bovine serum. HeLa cells were allowed to adhere in 24-well plates at a
density of 5610" cells per well for 24 h at 37°C in 5% CO,. For infection,
mycobacteria were prepared as described above from Sauton’s agar plates because
the wbb/2 mutant was also included in the experiment. The internalization
protocol was similar to the phagocytosis  protocol.

Extraction and analysis of mycobacterial apolar lipids

M. marinum strains were grown to mid-log growth phase in Sauton’s medium
containing or not magnesium sulfate and labeled with 0.5 mCi/ml
[1-'*C]propionate (specific activity of 54 mCi/mmol, American  Radiolabeled
Chemicals, Inc) for 24 h. The non-polar fraction was separated from the polar
fraction as described [27]. The [1-'*C]-propionate-labeled apolar lipids were
extracted by adding 2 ml of CH;0H/0.3% NaCl (100/10; v/v) and 2 ml of
petroleum ether to the cell pellet followed by stirring for 1 h. After centrifugation,
the upper petroleum ether layer was removed and 2 ml of petroleum ether was
added to the lower phase. The combined petroleum ether extracts were then
evaporated under a nitrogen stream to yield apolar lipids that were resuspended in
CH,Cl;and analyzed by TLCusingsilicagel plates (5735 silicagel 60F254; Merck,
Darmstadt, Germany). Equivalent amounts of lipids (20 000 cpm) were spotted
on TLC plates that were run in various solvent systems: Petroleum ether/
diethylether 9:1 (v/v) for PDIM; chloroform/methanol 19:1 (v/v) for TDM and
PGL and chloroform/methanol99:1 (v/v) for PAT. TLCs were exposed toa Kodak
Biomax MR film for 24h.
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Table 1. Bacterial strains and plasmids.

Strains, plasmids, phages Description or phenotype

Mycobacterium marinum strains

Mma M wild-type [16]

Mma DmgtC DmgtC This study

Mma DmgtC+mgtC DmgtC+attB::mgtC This study

Mma Dwbbil2 Dwbbi2 [26])

Mycobacterium smegmatis strains

mc?155 Electroporation-proficient ept mutant of M. smegmatis strain mc?6 [49)

Plasmid

pJSC347 Vector for cloning allelic-exchange substrates to be used for specialized [50]
transduction, H;.n'\gR

pMV306 Single-copy-integrating vector, Kan® [22

pMV306-mgtC pMV306 carrying the mgtC gene and 840 bp upstream, Kan® This study

pMV26 1-mCherry pMV261 carrying mCherry under the control of the hsp60 promoter, Zeo® [51

Phage

phAE159 Conditionally replicating shuttle phasmid derived from the Iytic mycobacter- Kind gift from W.R. Jacobs
iophage T4

doi:10.1371/journal.pone.0116052 t001

Statistical analyses

For zebrafish embryos infections, statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 4 (Graphpad Software). Survival curves were compared between
two groups by using the logrank test. For cells infection assays, averages were
compared by using an unpaired Student f-test. Only P-values , 0.05 were
considered as statistically significant.

Results

Identification of a MgtC-like protein in M. marinum and
construction of Mma mgtC mutant strain

An MgtC-like protein is encoded by the MMAR_2687 gene in M. marinum
genome (http://mycobrowser.epfl.ch/marinolist.html). The Mma MgtC protein
shares strong similarity to the Mtb MgtC protein (82% identity, 90% similarity)
(Fig. 1A), the major difference residing in the very C-terminal end of the protein.
The sequence of Mma MgtC is also well conserved with that of S. Typhimurium
MgtC in the N-terminal half of the protein (61% identity, 73% similarity), but
more divergent in the C-terminal half (102 lasta.a. 20% identity, 3 7% similarity).
In addition, Mma MgtC harbors four conserved residues that have been shown to
be important for Salmonella MgtC function (Fig. 1A) [28]. The genomic
organization around mgtC is conserved between M. marinum and M. tuberculosis
(Fig. 1B). Inbothspecies, mgtCis located downstream of several genes coding for
PPE proteins and is adjacent to a gene coding for a protein of unknown function
(Rv1810or MMAR 2686). This genomic organization differs fromthe one of S.

Typhimurium where mgtC is in operon with a gene that encodes a Mg
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Fig. 1. Alignment of mycobacterial MgtC proteins and genetic environment of mgtC gene. (A) Alignment of 5. Typhimurium MgtC (Accession Number
AAL22622 1), M. tuberculosis MgtC (Accession Number NP_216327.1) and M. marinum MgtC (Accession Number ACC41130.1) using ClustalW. The upper
line indicates the soluble C terminal part. Rectangles indicate four conserved residues that have been shown to be essential for Salmonella MgtC function.

(B) Genetic environment of mgtC gene (striped arrows) in M. tuberculosis and M. marinum genomes. In both species, the mgtC gene is adjacent to Rv1810
that is homologous to MMAR_2686 (black arrows) and to PPE genes (grey arrows). The MMAR_2688 gene is homologous to  Rv1812c.

doi:10.1371/journal.pone.0116052.g001

transporter. The position of the regulatory sequences that drive Mma mgtC
expression is notknown.

To investigate the role of mgtC in M. marinum pathogenesis, we generated a
loss-of-function mutation by replacing the mgtC gene with a Hygro" cassette via
homologous recombination. The mutation was confirmed by PCR and Southern
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blotting (S1 Fig.). This mutation was complemented by introducing in the
chromosome the wild-type mgtC gene as well as upstream sequence at the
bacterial aft site.

Regulation of Mma mgtC expression by Mg?* and growth of mgtC
mutant in Mg?* deprived medium

MgtC is highly induced by low Mg** concentrations in S. Typhimurium [11]. In
M. tuberculosis, Mg** deprivation only slightly induced the mgtC gene (1.5 fold)
whereas genes upstream of mgtC (Rv1806 through Rv1809) are clearly induced
[13,14]. M. marinum M strain was grown in Sauton’s medium with or without
Mg”* and RNA was extracted to monitor the expression of mgtC along with two
upstream genes: MMAR_2686 that is located immediately upstream mgtC and
MMAR_2683 (PPE31), which is the first of the PPE genes. RT-PCR experiments
indicated that expression of all three genes is highly induced by Mg** deprivation
(Fig. 2A) whereas the control gene SigA is similarly transcribed in both conditions.
Quantitative RT-PCR using SigA gene as internal control indicated an induction
level by low Mg”* of about 30 fold for PPE31 and mgtC (Fig. 2B). The induction
rate of MMAR 2686 is lower (about 5 fold), due to higher endogenous expression
in high Mg” medium.

RNA extraction was also performed from mgtC mutant and complemented
strain, to test the expression of mgtC from an ectopic location. As anticipated, the
mgtC gene is not expressed in the mgfC mutant (whereas PPE31and MMAR_2686
are expressed and regulated similarly than in the wild-type context) (Fig. 2). The
mgtC gene is expressed and regulated by Mg”" in the complemented strain toa
level similar to the one found in the wild-type strain. This result demonstrates that
mgtC is properly expressed and regulated at the aftB locus in the complemented
strain. Thus, upstream sequences present in the complementation vector (i.e
included in the 840 bp upstream mgtC) are sufficient for Mg”* regulation of
mgtC.

The growth rate of the mgtC mutant was evaluated in liquid cultures. The
mutant shows a slight growth defect at late exponential phase in Mg**-deprived
broth medium (Fig. 3A), but not in medium supplemented with Mg** (Fig. 3B).
As expected, the complemented strain behaves similarly to the wild-type strain in
Mg”*-deprived medium, confirming the proper expression of the mgtC gene at the
attB locus.

Together, these data indicate that MgtC is induced by Mg*" deprivation and
required for optimal growth in Mg**-deprived medium in M. marinum. The
results allowed validating the complementation of mgtC mutant by an
extrachromosomal copy of the gene with its upstream DNA sequence.
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Fig. 2. Expression of Mma mgtC and upstream genes in high I\.I'Ig2+ and low Mgz* conditions. (A) RT-PCR experiment on RNA isolated from M.
marinum strains grown in high or low Mg®* with primers specific for mgtC, MMAR_ 2686, MMAR_ 2683 (PPE31) and sigA. Experiment was carried outwith
wild-type strain, mgtC mutant strain and complemented strain. Controls where reverse transcriptase was omitted (indicated by RT -) are done to verifythe
absence of genomic DNA contamination in the RNA sample. The sigA gene is used as control. (B) Quantification of mgtC, MMAR_2686 and MMAR_2683
RNA by Q-RT-PCR experiment using RNA isolated from M. marinum strains grown in high or low Mg®*. The sigma factor sigA was used as an internal
standard. Results are expressed as means+standard deviations (SD) from a representative experiment performed in triplicate.

doi:10.1371/journal.pone.0116052 g002

Behaviour of mgtC mutant upon intravenous infection in zebrafish
embryos

Studies were undertaken using the zebrafish infection model to probe the
pathogenicity of the Mma mgtC mutant. MmaM, DmgtC mutant and
DmgtC+attB::mgtC strains were transformed with pMV261 _mCherry (S1 Table)
and red fluorescent mycobacteria were injected intravenously (iv) in the Caudal
Haematopoietic Tissue (CHT) in 30 hpf embryos. In this biological system, iv-
injected mycobacteria are rapidly phagocytosed by circulating macrophages [29].
The infected embryos were monitored for survival and bacterial loads at different
time points. The survival curves indicated that the virulence of the mgfC mutant is
not significantly different from the parental Mma M or the complemented  strains
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Fig. 3. Growth of Mma mgtC mutant in Mgz* deprived liguid medium. (A) Growth curves of M. marinum
wild-type, DmgtC and DmgtC+mgtC::attB strains grown in Sauton's medium without magnesium. (B) or in
regular Sauton's medium supplemented with magnesium. ODgoo is indicated over the growth period. The
curves from two independent experiments are shown with SD.

doi:10.137 1fjoumal pone.0116052.g003

(Fig. 4A). The bacterial loads after 3 dpi or 5 dpi were slightly lower with the
mgtC mutant, since less CFU were counted in embryos injected with the mutant
strain comparatively to the wild-type strain (Fig. 4B). The number of neutrophils
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Fig. 4. Intravenous infection of zebrafish with the Mma mgtC mutant. (A) Survival of 30 hpf embryos
intravenously infected with 150-200 CFU of wild-type M. marinum, DmgtC mutant or complemented strain
compared to non-injected controls (n524). Results are from a representative experiment (infection with
133 CFU for wild-type, 142 CFU for mgtC mutant and 205 CFU for complemented strain) out of three
independent experiments. (B) Ratio of whole embryo bacterial counts between Mma M and mgtC mutant
strain-infected embryos at0, 3 and 5 dpi. A ratio of 1 indicates equal CFU values. A ratio _ 1 indicates that WT
CFU are higher than mgtC mutant CFU. Results are expressed as mean CFU per embryo+SD from four
independent experiments (0 and 5 dpi) or two independent experiments (3 dpi). The mild difference between
mutant and wild-type strains is not statistically significant (Student Test). (C) Visualization of neutrophils in
mpx:GFP infected larvae at late stages of infection (one day before embryo’s death). Neutrophils fluoresce in
green while mcherry-expressing bacteria fluoresce in red. Neutropenia occurs in wild-type and complemented
strains but not in the mgtC mutant.

doi:10.137 1fjoumal pone.0116052.g004
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has been shown to dramatically decrease in zebrafish larvae unable to control
bacterial proliferation upon injection with Staphylococcus or Shigella and
neutropenia has been proposed to correlate with bacterial overgrowth [30,31].
We took advantage of the mpx:GFP transgenic line (harbouring green fluorescent
neutrophils) to follow the behaviour of neutrophils at late time of infection. By
infecting mpx:GFP embryos with M. marinum strains, we observed the day before
embryo’s death that the increased number of bacteria is associated with a drastic
decrease of green fluorescence in wild-type and complemented strains, indicative
of a neutropenia (Fig. 4C). Interestingly, neutropenia was not observed with the
mgtC mutant strain the day before embryo’s  death.

Overall, these results suggest that the mgrC mutant may not replicate as
efficiently as the wild-type strain in zebrafish embryos, but that this effect is not
sufficient to influence the outcome of the infection since embryos died similarly
with both strains.

The Mma mgtC mutant is more efficiently phagocytosed than its
parental strain

To further explore the behaviour of Mma strains towards neutrophils at early
infection time, we carried out subcutaneous injections because it has been
reported that, with this injection route, bacteria are directly taken up by
neutrophils recruited at the infection site [32]. These previous subcutaneous
experiments were performed using non-pathogenic £. coli and we report here for
the first time subcutaneous injections of Mma. Comparing the death curves of
embryos failed to show differences between the wild-type and mutant strains
(Fig. 5A). Confocal microscopy was then used to study the recruitment of
neutrophils at the early stage of infection (4 hpi). In agreement with the previous
report on £. coli [32], we show here that neutrophils are recruited at the injection
site and that mycobacteria are taken up by neutrophils upon sub-cutaneous
injection (Fig. 5B). Interestingly, a higher proportion of red fluorescent bacteria
within the green fluorescent neutrophils was detected with the mutant than with
its parental or complemented strains, suggesting that the frequency at which the
mutant is phagocytosed by neutrophils is higher than the other strains (Fig. 5B).
The quantification of infected neutrophils confirmed a significant higher number
for mgtC mutant, which was approximately twice that of the two reference strains
(Fig.50).

To further investigate the behaviour of the mgtC mutant towards phagocytosis,
experiments were carried out using phagocytic and non-phagocytic cells.
Measurement of entry of bacteria into murine J774 macrophages indicated a two-
fold increased uptake with the mutant strain as compared to the wild-type or
complemented strains (Fig. 6A). The phagocytosis rate was next addressed by
visualization of fluorescent bacteria and numeration of infected macrophages,
leading to a similar pattern (Fig. 6B). An increased phagocytosis of similar
magnitude was also observed upon infection of primary bone-marrow derived
macrophages isolated from mice (BMDM) (data not shown). When the cells were
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Fig. 5. Increased phagocytosis of mgtC mutant by neutrophils upon subcutaneous injection of

zebrafish embryos. (A) Survival of embryos subcutaneously injected at 3 dpf with approximately 50—

100 CFU of wild-type M. marinum, mgtC mutant, complemented strain or PBS as control (n524). Results are
from a representative experiment (infection with 119 CFU for wild-type, 74 CFU for mgtC mutant and 32 CFU
for complemented strain) out of three independent experiments. A drawing of the injection site is shown. (B)
Maximum intensity projection of neutrophil-phagocytosed bacteria at the site of injection, at 4 hpi by confocal
microscopy. (C) Quantification of bacterial phagocytosis by neutrophils. The number of neutrophils containing
phagocytosed bacteria at the site of injection was counted at4 hpi using confocal microscope of a minimum of
10 embryos. Results are expressed+SD from a representative (104 CFU for wild-type, 82 CFU for mgtC
mutant and 34 CFU for complemented strain) of three independent experiments. Asterisk indicates statistical
significance (* P, 0.05).
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Fig. 6. Phagocytosis and replication of the mgtC mutant in the J774 macrophage cell line. (A) Phagocytosis of the mgtC mutant and complemented
strains by J774 macrophages is normalized to 100% for the wild-type strain. Results are expressed as means+SD from four independent experiments. (B)
Numeration of macrophages infected with mcherry-expressing bacteria, normalized to 100% for the wild-type strain. Results are expressed asmeans+SD
from three independent experiments. (C) Replication of the mgtC mutant and complemented strains by J774 macrophages normalized to the wild-type
strain. Results are expressed as means+SD from four independent experiments. (D) Kinetic of phagocytosis of the mgtC mutant and complemented strains
by J774 macrophages normalized to 100% for the wild-type strain at 180 min. The wbb/2 mutant strain is used as a positive control. Results are expressed
as means j SD (error bars) from three independent experiments. Asterisks indicate statistical significance (* P,0.05; ** P ,0.01).
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lysed five days after infection to monitor the replication rate, the replication of the
mutant appeared slightly lower than the other strains but the difference was not
significant (Fig. 6C), which was also confirmed in BMDM (data not shown). We
next analyzed the kinetic of mgtC mutant phagocytosis by including a Mma
mutant defective in lipooligosaccharide (LOS) production (Dwbb/2 strain), which
had been shown to be more efficiently phagocytosed by macrophages [26]. Both
the mgtC and the wbbL 2 mutant share a highly similar kinetic profile (Fig. 6D).
Differences with the parental strain appear more pronounced after 1 hr of
infection, suggesting that inactivation of mgtC does not alter very early step of
bacterial phagocytosis. Accordingly, when the experiment was carried out at 4°C
to prevent active phagocytosis, no difference between the mgtC mutant and the
parental strain was observed (Fig. 7A). A similar pattern was also observed
following addition of cytochalasin D that prevents actin-driven phagocytosis
(Fig. 7B). Hence, the increased phagocytosis of the mutant strain appears
mediated by an actin-dependent process. Collectively, these results suggest that
the higher phagocytic rate of mgtC mutant is not due to increased bacterial
adherence to macrophages but is very likely due to a higher uptake ofbacteria.

Mycobacterium species have been shown to have the ability to invade non-
phagocytic cells, as epithelial cells [33, 34]. To investigate the behaviour of the
mgtC mutant towards non-phagocytic cells, internalization experiments were
performed using epithelial HeLa cells (Fig. 7C). Whereas the wbbL2 mutant
deficient for LOS synthesis shows higher internalization in HeLa cells, the mgtC
mutant, as well as its parental and complemented counterpart, were equally
internalized. From these results, it can be inferred that the phenotype of the mgtC
mutant is restricted to professional phagocytes.

Cell surface analysis

Whereas the function of MgtC in mycobacteria remains unknown, its recent
identification as a protein that modulates ATP-synthase in Salmonella implies that
MgtC may have pleiotropic effects. Previous studies in Salmonella indicated that
the level of some outer membrane proteins are modulated in a mgtC mutant
grown in low Mg”" medium, which may be related with defect in bacterial
division and cell elongation [35]. Bacterial surface plays a role in phagocytosis. In
this respect, several mycobacterial (glycol)lipids are involved in many aspects of
host pathogenesis [36,37], including the internalization of bacteria by phagocytic
and non-phagocytic cells. As mentioned above, LOS are bacterial surface
molecules capable to modulate Mma phagocytosis [26, 38]. That the wbbL2 and
mgtC mutants are different toward internalization within epithelial cells suggests
that mgfC mutant does not act by modulating expression of LOS. However, other
cell wall-associated molecules, such as diacyltrehaloses (DAT) and polyacyltre-
haloses (PAT), phtiocerol dimycocerosates (DIM) or phenolic glycolipids (PGL),
have been reported to participate in M. tuberculosis/M. leprae phagocytosis [39-
42].
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Fig. 7. Adherence of the mgtC mutant on J774 macrophages and internalization in HelLa cells. (A) Adherence of the mgtC mutant strain to J774
macrophages after a 3-hr period of infection at 4°C, as compared to the WT strain. Results are normalized to 100% for the wild-type strain and expressed as
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positive control. Results are normalized to 100% for the wild-type strain and expressed as means+SD from four independent experiments. Asterisks indicate
statistical significance (* P, 0.05).
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To investigate the molecular basis that may explain the different phagocytosis
rate of the mgtC mutant, we compared the profile of TDM/PGL, DIM and PAT in
wild-type, mgtC mutant and complemented strain grown in Sauton’s medium
with or without Mg”* (S2 Fig.). No significant differences were found between the
three strains. If bacterial surface indeed differ between the wild-type and the
mutant strains, this implies that differences rely on other surface molecules or that
experimental conditions are not suitable to detect more subtle qualitative/
quantitative differences.
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Discussion

MgtC appears as a unique virulence factor, shared by several intracellular bacterial
pathogens, which, at least in S. Typhimurium inhibits bacterial’s own FF, ATP
synthase [10]. To further investigate the role of MgtC in mycobacteria, we have
investigated its regulation and function in Mma  virulence.

The transcription of the Mma mgtC gene and an upstream PPE gene (PPE37) is
highly induced by Mg*" limitation (about 30 fold). Complementation experi-
ments demonstrated that the mgtC regulation is driven by a Mg**-dependent
regulatory element present between the end of PPE genes and the mgtC gene and
do not rely on the PPE31 upstream sequences. The regulation of Mma mgtC is
similar to that of S. Typhimurium and Y. pestis but contrasts with that of M.
tuberculosis where the mgtC gene is only slightly induced (1.5 fold) by Mg**
deprivation [13, 14]. Hence, a strong regulation by Mg”* is not restricted to cases
where mgtC is co-transcribed with an Mg®* transporter (as S. Typhimurium and
Y. pestis). The fact that magnesium dependent expression of MgtC is conserved in
phylogenetically distantly related bacteria is probably linked to the conserved
function of MgtC in adaptation to magnesium fluctuations as indicated by the
requirement of Mma MgtC for optimal growth in Mg**-deprived broth medium.
Despite the conserved role of M. tuberculosis MgtC for optimal growth in low
Mg”* media [5], the poor regulation of Mtb mgtC by Mg** suggests that mgtC
regulation has evolved differently in this species. This could be related to the fact
that M. tuberculosis is less exposed to environmental conditions, where
magnesium concentrations are fluctuating, than non-tuberculous pathogens like
M. marinum which have an external lifestyle and have to cope with various
environmental changes.

MgtC is regarded as an intramacrophage multiplication factor in several
intracellular bacterial pathogens that replicate in phagosomes, including M.
tuberculosis [1]. However, we failed to detect a significant multiplication defect of
the Mma mgtC mutant in either J774 macrophages or bone-marrow derived
macrophages, even though a slight defect was observed. The lack of strong
phenotype for the Mma mgtC mutant upon zebrafish embryos infection and
intramacrophage replication may be related to the Mma intracellular niche. Even
though Mma displays many similar virulence traits to M. tuberculosis, itexhibits
also notable differences such as the ability to promote actin tail formation in the
cytoplasm, probably to favor cell-to-cell spread [43]. Mma escapes from the
phagosome rapidly and with a frequent rate [44], which may explain the lack of
contribution of MgtC in intramacrophage replication. Another hypothesis to
explain the discrepancy between the intracellular phenotypes of M. tuberculosis
and Mma mgtC mutants may be related to the M. tuberculosis genetic background.
Whereas a mgtC mutant constructed in the Erdman background exhibited an
intramacrophage replication defect [5], an independent unpublished work
reported in a review [45] failed to observe an intracellular growth defect for an
mgtC mutant constructed in the H37Rv background, supporting the view that the
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genetic requirements and/or macrophage cell type may account for these
differences.

Theuseoftransgenic zebrafish embryos with fluorescentneutrophilsallowed us
to follow neutrophil behaviour in vivo upon Mma infection. Earlier studies
demonstrated that neutrophils are very efficient to engulf £. coli on tissue surface
but are virtually unable to phagocytose microbes in fluid environments [32].
Consistently, we confirm here that Mma can be phagocytosed by neutrophils
shortly after infection upon subcutaneous injection, whereas neutrophils do not
phagocytose Mma at initial site of infection when injected in the circulation [46].
After injection in the circulation, neutrophils are recruited to the granulomas
where they phagocytize dying infected macrophages [46]. At later stages of
infection, we observed a neutrophil depletion associated with bacteremia
preceding the death of the larvae following infection with wild-type Mma.
Neutropenia has also been reported in zebrafish embryos unable to control
Staphylococcus or Shigella proliferation [30, 31]. This behaviour has been proposed
to be a critical correlate of bacterial overgrowth [30], supported by the fact that in
clinical infection, leukopenia is observed in overwhelming infections and is
regarded as a poor prognostic sign [47]. Interestingly, neutropenia is not seen in
embryos infected with the Mma mgtC mutant. The finding that bacterial loads in
embryos are restricted with the mutant strain supports the idea of a direct link
between neutropenia and the bacterial burden.

Mma MgtC is dispensable for intramacrophage replication, but we uncovered a
novel role for MgtC in the early phase of macrophage infection. Our results
indicate the Mma mgtC mutant is more efficiently phagocytosed than the wild-
type strain by neutrophils upon subcutaneous infection of zebrafish embryos. This
was subsequently confirmed in ex vivo experiments using various types of
macrophages. In addition, this phenotype appears specific to phagocytic cells
since no difference was found in epithelial cells, which contrasts with a LOS
defective mutant that clearly showed increased uptake by macrophages and
epithelial cells. In addition, kinetic experiments, as well as experiments carried out
at 4°C, indicate that MgtC does not play a role in the initial attachment events of
bacteria to macrophages but rather in later steps of the internalization process.
Moreover, experiments carried out in the presence of cytochalasine D confirmed
that this phenotype relies on an actin-based process. Cumulatively, ourresults
demonstrate that the presence of MgtC limits the phagocytic process. Despite of
its phagocytosis phenotype, the mgtC mutant is not attenuated in the zebrafish
larvae infection model. This finding is consistent with other studies in Mma or M.
tuberculosis mutants that also exhibited higher phagocytosis rate and were not
correlated with an increased virulence phenotype in animal models [26,39].

Several surface/cell wall components, including LOS, DAT/PAT, DIM and PGL,
have been shown to modulate mycobacterial phagocytosis [36]. The glycan-rich
outer layer of M. tuberculosis cell wall can act as an antiphagocytic capsule but its
effect is mediated by limiting the association of the bacterium with macrophages
[48], which thus differs from MgtC effect. Given the distinct phenotypes
characterizing the mgtC and LOS mutants towards non-phagocytic cells, we
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propose that the differences reside unlikely in these glycolipids. DAT/PAT
deficiency improved binding and entry of M. tuberculosis both in phagocytic and
non-phagocytic cells, thus also differing from the phenotype of Mma mgtC
mutant [39]. Interestingly, DIM deficiency reduced M. tuberculosisinternalization
in macrophages in an actin-dependent process, without affecting the bacterial
binding to macrophages [40]. However, our TLC analysis failed to reveal major
differences in DIM between the strains in the conditions tested. Moreover, no
differences were found in the other lipids tested (DAT/PAT and PGL). Hence,
experimental conditions may not be optimized to detect quantitative differences
in those lipids or other surface molecules may be involved. Alternatively, the
uptake phenotype may be driven by a mechanism that triggers signaling pathways
of phagocytic receptors and/or early trafficking without noticeable bacterial
surface modification.

In conclusion, our results indicate that the Mg** regulation of MgtC and its role
for optimal growth in Mg”**-deprived media is conserved among bacteria that are
not phylogenetically linked as M. marinum and S. Typhimurium. The role of
MgtC in macrophages has been previously reported to be dissociated from its role
in low Mg>* medium [28]. This view is further substantiated by the present study,
since Mma MgtC appears to have a role towards phagocytic cells linked to
phagocytosis rather than intracellular multiplication. Even though the precise role
of Mma MgtC during the infection process remains to be established, our results
suggest that the involvement of MgtC towards professional phagocytes has
evolved in bacterial pathogens, possibly to fit to the specific pathogen’s lifestyles.

Supporting Information

S1 Fig. Construction of mgfC mutant in M. marinum. A) A DNA substrate for
allelic replacement of the M. marinum mgtC gene was generated by cloning

979 bp upstream and downstream mgtC sequences to flank the hyg® gene. The
locations of primers 1/19, 2/29 and 3/39 used to check the mgtC mutant by PCR are
indicated by arrows. Electrophoresis migration of PCR fragments 1 (primers
1/19), 2 (primers 2/29) and 3 (primers 3/39) amplified from cultures of wild-type
and mgtC mutant strain is shown. The upper lane indicates the 1569 bp DNA
fragment cloned in the integrative vector pMV306 to complement the Mma mgtC
mutant. B) Southern blot analysis of the mgfC mutant. The genomic structure of
gene replacement mutant was examined by Southern blot analysis. Chromosomal
DNA of wild-type and mgtC mutant strains were digested with Xhol and probed
with either a segment of DNA of mgtC or the hyg" cassette. Hybridization signals
at the expected size are detected (1792 bp for the mgtC probe in the wild-type
strain and 3012 bp for hyg probe in the mutant strain).
doi:10.1371/journal.pone.0116052.5001 (TIFF)

S2 Fig. Lipid profiles. One-dimensional autoradiographic TLC of [1-"*C]-
propionate-labeled apolar lipids from M. marinum wild-type, mgtC mutant and
complemented strains grown in Sauton’s liquid medium A) or in Sauton’s liquid
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medium without magnesium B). Equal amount (20,000 cpm) of radiolabeled
lipids were spotted on TLC plates run in various solvents: chloroform/methanol
(19:1, v/v) for TDM/PGL, chloroform/methanol (99:1, v/v) for PAT and
petroleum ether/diethylether 9:1 (v/v) for PDIM.
doi:10.1371/journal.pone.0116052.5s002 (TIFF)

S1 Table. Primers used in the study.
doi:10.1371/journal.pone.0116052.5003 (DOC)
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Table S1

Primers Sequences

pMV306-Ybal-5" GGTCTAGACAGCCAGGCTAGTGGGGA
pMV306-Hindl11-3’ CCCAAGCTTTCAGTCCGGCTCGGTGCC
Mma_mgC _qPCR_F GGAGCCACGCTATTCGTCTT
Mma_mgC_qPCR_R GCGCAAAGATCAAGTGTCCG
Mma_2686_qPCR_F GGCTGTCTGCCATGATTTGG
Mma_2686_gPCR_R ATCCGGGATTGTGGGTCTTC
PPE31_Mma_gPCR_F CCGTAGAGGCCCAATACTGC
PPE31_Mma_gPCR_R AGTGTTGGAAGACGCCAGTC
SigA_Mma_gPCR_F ACGGTGATCGTGCGAAAAAC
SigA_Mma_qPCR_R CGCGTAGGTGGAGAACTTGT
mgtCint-F TGGTGGCCACCGGAGCCAC

mgtCint-R CAACAGGATGTGGGCGGTC

pMVS’ GCCCGGCCAGCGTAAGTAG
pISC347-Spel-up-5' GOACTAGTGTATCCATGCTGTGCACC
pISC347-Hindlll-up-3’ CCCAAGCTTCGCTCGATGCCGATGAGG
pISC347-Xmal-down-5" CCCCCCGGGGCTGGTGGCCGAGCTGTC
pISC347-Kpnl-down-3" GGGGTACCGTCAGGTGGCCAAGCCCG
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1.1.3 Résultats complémentaires

1.1.3.1 La réponse inflammatoire de I'héte dans le modéle d'infection d'embryons de
Danio suite a l'infection par la souche sauvage et le mutant mgtC de M. marinum

La réponse inflammatoire de I'héte est un aspect important des infections
mycobactériennes. Face & un recrutement de neutrophiles et une phagocytose du mutant
mgtC augmentés, nous avons quantifié |'expression d'un certain nombre de cytokines,
notamment le TNF(et I'lL-8. Le TNF{est une cytokine pro-inflammatoire principalement
sécrétée par les macrophages notamment lors de la phase aigle d'une infection. L'IL-8 est
une chémokine, également sécrétée par les macrophages et connue pour étre un facteur
de chimiotactisme des neutrophiles et donc induire leur recrutement.
Des extractions d'ARN ont donc été réalisées a partir d'embryons infectés par voie sous-
cutanée par la souche sauvage et le mutant mgtC, ou non infectés (control) aux temps 24
hpi et 4 dpi. J'ai ensuite effectués une gRT-PCR avec des oligos spécifiques des cytokines. Le
geéne efla a été utilisé comme référence.
Les résultats obtenus ont montré que, comme lors d'une infection par voie intraveineuse, les
deux cytokines, TNF{ et IL-8, sont induites. Cette induction est plus marquée & 4 dpi.
Concernant le TNF({, l'induction semble identique entre les deux souches. Pour ['IL-8,
I'induction & 24 hpi et @ 4 dpi est légérement plus forte avec le mutant mgtC mais la
différence avec la souche sauvage n'est pas significative. Cette légere différence est en
accord avec |'augmentation de recrutement des neutrophiles observée avec le mutant
mgtC (figure 39). Les autres cytokines testées (IFN©I1; IFN©2; IL1B; CXCl1; CXC3; CXC4;
CXCS5; CXCé6) ne montraient pas de différence d'induction entre les deux souches
(résultats non montrés).

24 hpi 4 dpi
Figure 39 — Expression relative du tnf (haut) et s _ T
de I'il8 (bas) a différents temps post-infection
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1.1.3.2 Analyse protéomique comparative de la souche sauvage et du mutant mgfC de
Mycobacterium marinum

Une analyse protéomique a été réalisée pour identifier une protéine d'environ 25 kDa qui
semblait plus exprimée dans le mutant mgtC. Des expériences complémentaires ont
finalement montré qu'il s'agissait d'un artefact causé par la présence d'hygromycine dans
les cultures du mutant mgtC mais les données de protéomique pourraient étre informatives.
Par ailleurs, cette taille étant proche de celle de MgtC de M. marinum (25,8 kDa), nous
pensions également détecter la protéine MgtC dans cette analyse.
L'analyse protéomique a été réalisée 3 fois selon les conditions suivantes. Toutes les
expériences ont été réalisées a partir de lysats de la fraction membranaire provenant de
cultures ayant poussé en présence d'hygromycine pour le mutant mgtC. Pour les deux
premieres expériences, les lysats provenaient de cultures en milieu Sauton normal. La
troisieme expérience a été réalisée a partir de lysats provenant de cultures en milieu Sauton
normal ou carenceé en Mg2+,
MgtC n'a jamais été détecté méme a partir de lysat carencé en Mg?*. Il est possible que
I'expression de la protéine soit trop faible ou réfractaire & I'analyse protéomique pour
laquelle les protéines membranaires sont moins représentées.
Cependant, la premiére expérience a permis de mettre en évidence des différences entre la

souche sauvage et le mutant mgtC. Les principales sont répertoriées dans le tableau 3.

Protéines plus représentées dans la souche sauvage (WT) MW (kDa)
phosphoglycerate mutase, Gpm_1 [Mycobacterium marinumM] 24,2
ITRK system potassium uptake protein CeoB [Mycobacterium marinum M] 24,1
lglycosyl transferase [Mycobacterium marinum M] 25,3
[short-chain type oxidoreductase [Mycobacterium marinum M] 26,1
IIipoprotein LpgQ [Mycobacterium marinumM] 25,9
|Iipoate biosynthesis protein B LipB [Mycobacterium marinum M] 251
lglucose-inhibited division protein B Gid [Mycobacterium marinum M] 248
triosephosphate isomerase Tpi [Mycobacterium marinum M] 27,3
Protéines plus représentées dans le mutant mgtC MW (kDa)
lglycerophosphoryl diester phosphodiesterase GlpQ1 [Mycobacterium marinum M] 30,5
methyltransferase [Mycobacterium marinum M] 30,5
|short-chain type dehydrogenase/reductase [Mycobacterium marinum M] 29,8
phosphate-transport system transcriptional regulatory protein PhoY1 [Mycobacterium marinum M] 24,2
adenylate kinase (ATP-AMP transphosphorylase), Adk [Mycobacterium marinum M] 20,1
lconserved lipoprotein LppX [Mycobacterium marinumM] 24,0
transcriptional regulatory protein (possibly TetR-family) [Mycobacterium marinum M] 23,7
phosphate-transport system regulatory protein, PhoY2 [ Mycobacterium marinum M] 24,7
transcription regulator, TetR family [Mycobacterium marinum M] 23,0
|edenine phosphoribosyltransferase, Apt [Mycobacterium marinum M] 19,0

Tableau 3 — Protéines les plus représentées dans la souche sauvage et le mutant mgiC. La sélection est basée

sur le nombre de peptides (cut-off > 3 et absence pour l'autre souche).
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Cette analyse fait ressortir de nombreuses protéines dont la représentation peptidique est
différente pour les deux souches. La signification biologique de ces résultats reste inconnue.
Parmi les protéines retrouvées dans cette analyse, nous nous sommes notamment intéressés
a Adk qui présentait un intérét par rapport & des données non publiées chez Salmonella (EA
Groisman, communication personnelle). J'ai mené une étude pour évaluer si la transcription
du géne adk était différente dans la souche sauvage et le mutant mgtC. Les résultats ont
montré qu'il n'y avait pas de différence a ce niveau-la. Ne disposant pas d'anticorps dirigé
contre cette protéine pour confirmer les données de protéomique, les investigations se sont

arrétées a ce stade.
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1.2 Role de MgiC chez le pathogene extracellulaire Pseudomonas

aeruginosa et potentialités anti-virulence du peptide MgiR

1.2.1 Résumé de 'article 2
Les bactéries pathogénes ont développé des stratégies pour s'adapter a I'environnement de
I'hote et résister & la réponse immunitaire de I'hdte. Plusieurs pathogénes bactériens
intfracellulaires, notamment Salmonella enterica et Mycobacterium tuberculosis, partagent le
facteur de virulence MgtC acquis par transfert horizontal de géne et qui est important pour la
multiplication intframacrophagique.
MgtC est également présent chez le pathogéne Pseudomonas. Nous avons donc étudié
pour la premiere fois le réle de MgtC dans la virulence d'un pathogéne extracellulaire,
Pseudomonas aeruginosa. Ma contribution dans cette étude s'est faite principalement aux
niveaux de la compréhension des mécanismes impliqués dans les phénotypes décrits et de
la régulation de la protéine MgtC de P. aeruginosa. J'ai également étudié I'effet anti-
virulence du peptide MgiR de Salmonella sur la protéine MgtC de P. aeruginosa.
Un mutant mgtC a été construit par nos collaborateurs du LISM & Marseille. lls ont étudié
I'effet du magnésium et la formation de biofilm.
Audrey Bernut a montré que le mutant mgtC de P. aeruginosa est atténué dans le modéle
d'infection d'embryon de danio. Ce phénotype atténué est dépendant de la présence de
macrophages. Lors d'expérimentations ex vivo, Anne Blanc-Potard a montré que le mutant
mgtC de P. aeruginosa est plus sensible que la souche sauvage a |'effet bactéricide des
macrophages et j'ai montré que cela différait du phénotype d'un mutant T35S. Cependant,
les deux souches ont le méme comportement lorsque les macrophages sont traités avec un
inhibiteur de I'ATPase vacuolaire. Ces résultats sont en faveur de I'implication d'une étape
inframacrophagique lors d'une infection aigle & P. aeruginosa et ils suggerent que MgtC
nécessite I'acidification phagosomale pour jouer son réle intracellulaire.
De plus, MgtC est nécessaire pour une croissance optimale dans un milieu carencé en Mg+,
une propriété partagée par les facteurs MgiC des pathogénes intracellulaires.
MgtC partage donc une fonction similaire entre pathogénes intracellulaires et extracellulaire
ce qui contribue & la subversion macrophagique et affine I'adaptation de la réponse
immunitaire de I'héte en relation aux différents styles de vie bactériens.
Enfin, les phénotypes observés avec le mutant mgtC dans les modéles d'infection peuvent
étre mimés par une souche sauvage qui exprime un peptide antagoniste de MgtC (MgtR),
ce qui désigne MgtC comme une nouvelle cible prometteuse dans le cadre d'une stratégie

anti-virulence.
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Abstract

Pathogenicbacteria have developed strategies to adapt to host environment and resist host
immune response. Several intracellular bacterial pathogens, including Salmonella enterica
and Mycobacterium tuberculosis, share the horizontally-acquired MgtC virulence factor
that is important for multiplication inside macrophages. MgtC is also found in pathogenic
Pseudomonas species. Here we investigate for the first time the role of MgtC in the viru-
lence of anextracellular pathogen, Pseudomonas aeruginosa.A P. aeruginosa mgiC
mutant is attenuated in the systemic infection model of zebrafish embryos, and strikingly,
the attenuated phenotype is dependent on the presence of macrophages. Inex vivo experi-
ments, the P. aeruginosa mgtC mutant is more sensitive to macrophage killing than the
wild-type strain. However, wild-type and mutant strains behave similarly toward macro-
phage killing when macrophages are treated with an inhibitor of the vacuolar proton
ATPase. Importantly, P. aeruginosa mgtC gene expression is strongly induced within mac-
rophages and phagosome acidification contributes to an optimal expression of the gene.
Thus, our results support the implication of a macrophage intracellular stage during P. aeru-
ginosaacute infection and suggest that Pseudomonas MgtC requires phagosome acidifica-
tion to play its intracellular role. Moreover, we demonstrate that P. aeruginosa MgtC is
required for optimal growth in Mg?* deprived medium, a property shared by MgtC factors
from intracellular pathogens and, under Mg?* limitation, P. aeruginosa MgtC prevents
biofilm formation. We propose that MgtC shares a similar function in intracellular and
extracellular pathogens, which contributes to macrophage resistance and fine-tune
adaptationto hostimmune response in relation to the different bacterial lifestyles. In
addition, the phenotypes observed with the mgfC mutantin infection models can be
mimicked inwild-type P. aeruginosa strain by producing a MgtC antagonistic peptide, thus
highlighting MgtC as a promising new target for anti-virulence strategies.

PLOS Pathogens | DOI:10.1371/joumal.ppat. 1004969 June 16, 2015
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Author Summary

Pathogenic bacteria have to resist host immune response and MgtC is used by several
intracellular pathogens to promote bacterial multiplication inside macrophages. Here we
investigated MgtC’s role in the virulence of an extracellular pathogen, Pseudomonas aeru-
ginosa. A P. aeruginosa mgtC mutant is attenuated in zebrafish embryos, but only in the
presence of macrophages. Moreover, this mutant is more rapidly killed by macrophages
than the wild-type strain. Both phenotypes can be mimicked upon production of a MgtC
antagonistic peptide in wild-type Pseudomonas strain. MgtC thus provides a singular
example of a virulence determinant that promotes strategies to subvert the antimicrobial
behavior of macrophages, in both intracellular and extracellular pathogens and our results
support an intramacrophage stage during in P. aeruginosa acute infection, as well as an
interplay between MgtC role and phagosome acidification. In addition, P. aeruginosa
MgtC is required for growth in Mg”" deprived medium, a property shared by MgtC
factors from intracellular pathogens, and limits biofilm formation. MgtC may share a
similar function in intracellular and extracellular pathogens, with an outcome adapted to
the different bacterial lifestyles

Introduction

Pathogenic bacteria have developed numerous strategies to adapt to host environment and
common strategies can be used by pathogens that share similar lifestyle or similarenvironmen-
talniches. MgtC is a virulence factor common toseveral intracellular pathogens [1]. [t was first
described in Salmonella enterica serovar Typhimurium (8. Typhimurium) as required for
intramacrophage multiplication and systemic infection in mice [2—4]. MgtC appears as a sin-
gular factor that promotes pathogenicity by inhibiting the Salmonella's own F1F, ATP synthase
[5]- MgtC has been shown to directly interact with F{F, ATP synthase, thereby altering its abil-
i& to translocate protons and to couple translocation to ATP synthesis. Salmonella mgtC is
highly regulated both at the transcriptional and post-transcriptional levels. This regulation
includes a positiveregulation by Mg”" deprivation [ 6] and by an increase in cytosolic ATP [7]

as wellas anegative regulation by the MgtR peptide [ 8]. MgtC was also described as acritical
factor for the intramacrophage growth of Mvcobacreﬂ‘;m tuberculosis, Brucella suis, Yersinia
pestis, Burkholderia cenocepacia and Salmonella enterica serovar Typhi, being a virulence
factor in a mouse model for M. ruberculosis and B. cenocepacia [9-13]. More recently, a
contribution for MgtC in phagocytosis has been uncovered in Mycobacterium marinum [14].
In addition, MgtC has been involved in adaptation to low Mg>" environments in these many
pathogens [1]. However, the role of MgtC in low Mg2+ environments can be dissociated from
its role in macrophages, suggesting that MgtC has a dual function [15].

Genes encoding MgtC-like proteins are found in a limited number of eubacterial genomes
and phylogenetic analysis suggested that mgrC has been acquired by horizontal gene transfer
repeatedly throughout bacterial evolution [16]. Alignment of MgtC-like proteins as well as
hydrophobicity pattern clearly define two domains: an hydrophobic N-terminal part, highly
conserved in all MgtC-like proteins, and a soluble C-terminal part that is much more variable,
but specifically conserved in the subgroup of MgtC proteins from intracellular pathogens [16].
Noticeably, this phylogenetic subgroup also contains two MgtC-like proteins, PA4635 and
PA2558, from Pseudomonas aeruginosa [16], suggesting a potential common function with pro-
teins from intracellular pathogens. Because of this phylogenetic clustering, we have previously
investigated whether the P. aeruginosa mgtC-like genes can complement a S. Typhimurium

PLOS Pathogens | DOI:10.137 1/journal.ppat. 1004969 June 16,2015 2124
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AmgtCstrain[15]. PA4635 fully complemented the Salmonella mgtCmutant for growth in low
Mg?" medium but notin macrophages. On the other hand, P42558 failed to complement the
Salmonella AmgtC mutant for growth both in low Mg‘?* medium and in macrophages. In
addition,amino-acidsequencealignmentofM gtC-like proteins fromSa/monellaphylogenetic
subgroupindicated that some conserved residues important for Sa/monella MgtC functionare
notconservedinPA2558 [ 15]. Takentogether, theseresults suggested thatonly PA4635 shares
functional properties with the Salmonella MgtC and is hereinreferredas P.aeruginosa MgtC.

In the present study, we investigated for the first time the role of MgtC in an extracellular
pathogen, P. aeruginosa. The environmental bacterium and opportunistic human pathogen P.
aeruginosaisamajor cause ofmortality in cystic fibrosis (CF) patients. Interestingly, MgtC has
been highlighted as a horizontally-acquired gene shared by several opportunistic bacteria
infecting CF patients [17]. P. aeruginosa virulence and resistance to treatment is largely due to
its ability to form biofilms, whose stability can be affected by extracellular cations [ 18,19]. P.
aeruginosa is known to impair host phagocytic functions in chronic lung infections of CF
patients. However, macrophages canplay aprotectiverole against P. aeruginosa mfectionina
systemic model of infection in zebrafish embryos, where P. aeruginosa hasbeenshown to be
phagocytosed by macrophages [20]. In addition, despite the fact that P. aeruginosaisan extra-
cellular pathogen, an intracellular step in airway epithelial cells might occur before the forma-
tion of biofilm during the acute phase of infection [21,22]. In the present study, we have
constructed a P. aeruginosa mgtC mutant and have analysed its infection phenotype in animal
and cellularmodels, as well as biofilm formation. We also investigated mgtC gene expressionin
vitro and in cellulo. In addition, MgtR, a peptide that has been proposed as a M gtC antagonist
inSalmonella| 8] has been heterologously produced ina wild-type P. aeruginosa strain (P. aer-
uginosa does not encode a MgtR homologue). We establish that MgtC contributes to Pseudo-
monas acute infection and resistance to macrophage killing, thus being a factor that subverts
the antimicrobial behavior of macrophages bothinintracellular and extracellular pathogens.

Results
Phylogenetic analysis of MgtC-like proteins from Pseudomonas species

The genome of P. aeruginosa strain PAO]1 encodes two MgtC-like proteins, PA4635 and
PA2558, which both belong to the same phylogenetic subgroup as Salmonella MgtC [16]. In
Fig 1A | we provided a phylogenetic analysis of this subgroup that focused on proteins from
bacterial pathogens able toreplicate in macrophages for which MgtC role in virulence has been
studied, as well as proteins from opportunistic bacteriainfecting CF patients.

As mgtC sequences may have been acquired by horizontal gene transfer [ 16], we investi-
gated the distribution of mgrC coding sequence in Pseudomonas genomes and performed phy-
logenetic analysis. MgtC appeared to be conserved in all P. aeruginosa strains present in the
Pseudomonas genome database [23.24], including the atypical PA7 strain [24]. In addition,
MgtC was found in the insect pathogen Pseudomonas entomophila as well as the closely related
Pseudomonas putida (> 85% identity with PA4635, Fig 1B). In contrast, other Pseudomonas
species harbor MgtC-like proteins that largely differ from PA4635 (below 40% identity, Fig 1B)
or do not harbor any MgtC-like protein (Pseudomonas syringae). This analysis indicates a
strong association of MgtC with Pseudomonas species that are pathogenic for humans and
insects, suggesting a putative role during animal/human host infection.

To address the roleof M gtC in P. aeruginosa, we constructed an in-frame deletion in mgtC
(PA4635) to avoid any polar effect on the expression of the downstream P44636 gene (S1 Fig).
The resulting Am grC mutation was complemented by a single copy ofthe mgtC gene with its
own promoter inserted into the unique a#f8 site in strain PAO1 (S1 text).
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Fig 1. Phylogenetic analysis of Pseudomonas MgtC-like proteins. (A) Phylogenetic tree of MgtC-like proteins from bacterial pathogens that survive in
macrophages for which MgtC role in virulence has been studied ( S. Typhimurium, M. tuberculosis, B. suis, B. cenocepacia, Y. pestis)and opportunist
bacterial pathogens found in CF patients(P. aeruginosa, B. cenocepacia, M. avium, M. abscessus). Severalbacteria, including P. aeruginosa, encodetwo
MgtC-like proteins. Phylogenetic analyseswere carried outwith the “Phylogeny.fr" web server (http://www.phylogeny.ir) [57]using MUSCLE, PhyMLand
TreeDyn softwares. Numeration of phylogenetic groups follows a previous analysis[58]. Escherichia coliY hiD is used as adistantly related MgtC-like protein
[16]toroot the tree. (B) Phylogenetic tree of MgtC-like sequences recovered from Pseudomonas genomes. MgtC-like protein sequences were recovered
from BlastP analysis using PA4635sequence on completed genomes fromthe Pseudomonas genome database (htip://v2 pseudomonas com/)[23].
PA4635 is conserved (>99% identity)in the 10 P. aeruginosa genomes cther than PAO1 foundin the Pseudomonas database, includingthe divergent strain
PAT. Besides P. asruginosa genomes, MgtC is found in P. entornophila and P. putida (>85% identity with PA4635). Othergenomes harbors MgtC-like
proteinsthat differ from PA4635 (<40% identity with PA4635).

doi:10.1371/journal.ppat. 1004969.g001
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MgtC is important for P. aeruginosa virulence in the Danio rerio infection
model in a macrophage-dependent manner

To evaluate the role of MgtC in P. aeruginosa virulence, we used the zebrafish (Danio rerio)
embryo model. This model, which has been used for various intracellular and extracellular bac-
terial pathogens, is a model of choice to investigate the contribution of cells from the innate
immune system during infection [ 25 |. The Danio has been successfully used to monitor the
role of P. aeruginosa determinants in virulence based on survival curves of larvae infected with
mutants deficient in type Ill secretion system (T3SS) or Quorum Sensing [20.26]. Bacteria pro-
ducing a fluorescent protein were injected intravenously in the caudal vein of embryos (Fig 2A)
at 30 hours post-fertilization, a time where macrophages, but not neutrophils, are fully func-
tional and capable of engulfing invading bacteria [27]. The survival curves of infected embryos
indicated that MgtC is a critical virulence determinant in this model since the mgtC mutant is
significantly attenuated as compared to the wild-type PAO] strain (Fig 2B). In agreement, fluo-
rescence microscopy of 18 hpi infected embryos showed a lower bacterial burden with PAO1
strain than mgtC mutant (Fig 2C).

Confocal microscopy at early time after injection allowed us to visualize bacteria phagocy-
tosed by macrophages close to the site of injection (Fig 2D). Macrophages can be depleted
from zebrafish embryos with a validated method that uses antisens oligonucleotides (morpholi-
nos) against the myeloid transcription factor genepu./ [28,29]. Macrophage-depleted zebrafish
embryos have been shown to be hypersusceptible to P. aeruginosainfection [ 20]. Inaddition, it
has been shown that macrophage depletion restored the virulence of the attenuated T3SS
mutant in zebrafish embryos [20]. We carried out experiments with Tg(mpeg!::mCherry)
embryos in which macrophages are visualized asred cells [29]. Therefore, macrophage deple-
tion can be checked upon pu. I morpholinosinjection (52 Fig). Interestingly, the survival curve
of macrophage-depleted embryos was similaruponinfection with wild-type and mutant strains
(Fig 2E and 53 Fig), indicating that macrophage depletion suppresses the difference between
wild-type and mutant strain. Taken together, these results suggest that MgtC acts by protecting
P. aeruginosa against macrophages.

MgtC contributes to P. aeruginosa resistance to macrophage killing in
J774 macrophages

The virulence of P. aeruginosais associated with its ability toresist the innate immune system
notably because ofa cytotoxic action towards macrophages and the T35S plays amajorrolein
Pseudomonas cytotoxicity [30]. We thus tested the cytotoxicity of the mgtC mutanton J774
macrophages and showed that the mutant is slightly but significantly less cytotoxic than the
wild-type strain or the complemented strain (Fig 3A). However, thereduction of cytotoxicity
was much lower than the one observed with a T3SS mutant (Fig 3A). Given ourresults in zeb-
rafish embryos, we hypothesized that MgtC may play a role in the ability of P. aeruginosa
strains toresistkilling by phagocyticcells. We therefore tested the sensitivity of P. aeruginosa
strains to the bactericidic activity ofJ774 macrophages. Whereas the T3SS mutant behaves sim-
ilarly than the wild-type strain towards the killing by macrophages after phagocytosis, our
results indicated that the mgtC mutant is more sensitive to macrophage killing than the wild-
type or complemented strain, with a striking difference at time 1.5 hr (Fig 3B). The survival
decrease of the wild-type strain at the second time point may account for a slower killing, but
may also be duein part to the damage of infected macrophages.

Salmonella MgtC can inhibit the bacterial F-ATP synthase and modulate physiological ATP
levels and cytosolic pH, which has been proposed to play arole in the ability of Salmonella
strain to replicate in macrophages [3 ]. Moreover, acidification of the phagosome has been
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Fig 2. Infection of zebrafish embryos with the P. aeruginosa mgtC mutant. (A) Diagram of 30 hours post-fertilization (hpf) zebrafish embryo showing the
injection site used in this study (arrow). All injections were done in the caudal vein (CV) just behind to the urogenital opening (UGO). Y: Yolk, CHT: Caudal
Hematopoietic Tissue. Scale bar, 100 pm. (B) Survival curves of embryos infected with PAO1 wild-type stain or PAO1 AmgtC mutant and PBS-injected
(control). Approximately 1200-1400 CFU P. aeruginosa were microinjected into the caudalvein (n = 20 pergroup). Results are expressed as the percentage
ofsurviving on each hour post-infection. Representativeresultsofthree biologicallyindependentreplicates are shown. Embryos are significantlymore
susceptible to infection with PAO1 wild-type than AmgtC mutant (P<0.001). (C) 30 hpf embryons are intravenously infected with PAO1 or AmgtC mutant
expressing mCherry. Representative fluorescence microscopy images of 18 hpi embryos infected with PAO1 (top panel) or PAO1 AmgtC mutant (bottow
panel)are shown(1200-1400 CFU). Scale bar, 200 ym. (D) 30 hpfzebrafishembryosare intravenously infected with mCherry-expressing PAO1 (left panel)
orPAO1 AmgtC mutant(right panel) and imaged by confocal microscopy. Arrows indicate maximum intensity projection of macrophages that phagocytose
bacteria close to the site ofinjection at 1 hpi. Scale bar, 10 pm. (E) Survival curves of pu. 1T morphant (pu. 1 mo)embryos (n = 20 each)infected with 900 CFU
of PAO1 wild type stain or PAO 1 AmgtC mutant compared to the PBS-injected control. Representative results of three biologically independent replicates
areshown. No statisticallysignificantdifferenceis obtained between wild type-infected embryos and AmgtC mutant-infectedembryos (ns: non significant).

doiz10.1371/journal.ppat. 1004969.g002

proposed to promote Salmonella MgtC production by increasing bacterial ATP level [7]. The
acidification of the phagosome is dependent ontheactivity of the host vacuolar ATPase, which
can be specifically inhibited by the inhibitor bafilomycin A1 [31]. Todecipher the contribution
ofphagosome acidification in the intramacrophage role of Pseudomonas M gtC protein, macro-
phageinfection was performed in presence ofbafilomycin Al (Fig 3C). The addition of bafilo-
mycin Al did not affect significantly the mutant strain whereas the survival rate of the PAO1
strain or the complemented strain was significantly reduced. As a consequence, the survival
rate of wild-type and mutant strains did not differ when cells are treated with vacuolar ATPase
inhibitor.

To visualize intracellular bacteria upon infection of 1774 cells, we imaged slides of fixed
macrophages infected with fluorescent bacteria (Fig 4A). Moreover, bacterial counts on images
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doi:10.1371/journal.ppat. 1004969.g003

were made attime 0 and 2 hrs after phagocytosis (Fig 4B). Our results indicated that the num-
ber of bacteria per cell after phagocytosis is slightly higher for the mutant strain than for the
wild-type strain. We further quantified the phagocytosis rate with CFUs counts and showed
that the mgtC mutant is phagocytosed at a slightly but significantly higher rate than the wild-
type strain(S4 Fig). The evolution of the patterns between time 0 and time 2 hrs (Fig 4B ) indi-
cated that the bacterial number per cell rather increased with the wild-type but not with the
mutant. These experiments, which do not discriminate between live and dead/dying bacteria,
suggested asurvival ofwild-typebacteria withlimited bacterial multiplication.

We also investigated the behavior of the mgrC mutant towards non-phagocytic cells that
can be targeted by the pathogen during the infection [22]. Gentamycin protection assays per-
formed to measure internalisation in HeLa cells did not show significant difference between
wild-type and mgrC mutant strains (5S4 Fig).

Cumulatively, ex vivo experiments indicate that, similarly to intracellular pathogens, the
Mgt C virulence determinant of P. aeruginosa plays a role towards macrophages. Wild-type
bacteria resisted better to phagocytosis and to bacterial killing by the phagosome than the
mgtC mutant. Moreover, our results indicate an interplay between Pseudomonas MgtC role in

macrophagesandphagosomeacidification.

Expression of P. aeruginosa mgtC is induced within macrophages

We first investigated the regulation of mgrC expression in liquid media depending on Mg’
concentration and pH. Quantitative RT-PCR experiment showed that mgrC gene (PA44635) is
strongly induced by low Mgz' environment (Fig SA). Moreover, inlow Mgl' condition, the
level of mgtC gene expression can be further increased by lowering the pH (Fig 5A). On the
other hand, the other mgrC-like gene (P42558) was not regulated by Mg nor pH (Fig 5B)
We then quantified the mgrC mRNA level from infected macrophages. Importantly, we
showed that mgtC is highly induced in macrophages, which agrees with a specific role in this
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doi:10.1371/journal.ppat. 1004969.g004

step. On the other hand PA2558, as well as the T3SS gene perV or the house-keeping gene gyrd
(S5 Fig), were similarly expressed in liquid medium and macrophages, and are therefore not
induced in macrophages. Bafilomycin Al treatment of macrophages, which decreases

phagosome acidification, lowered mgtC expression intracellularly, which is consistent with the
pH regulation observed in vitro. Taken together, these results indicate that mgrC is specifically
expressed in macrophages and that phagosome acidification contributes to an optimal

expression of the gene.

Role of MgtC for P. aeruginosa growth in low magnesium medium and

biofilm formation on abiotic surface

Bacterial growth of P. aeruginosa strains was measured in minimal medium deprived formag-
nesium (without added Mg”' or with 10 uM Mg”") or containing 1 mM Mg’ (corresponding
to physiological concentration). Growth ofthe mgtC mutant was significantly impaired in low
Mg”" media(Fig 6A and Fig 6B), while it did grow similarly to the PAO1 wild-type strain in
high Mgl' medium (Fig 6C). The complemented strain displayed a wild-type growth in

these conditions. Hence, MgtC contributes to the adaptation of P. aeruginosa tolow Mg™'

PLOS Pathogens | DOI:10.137 1/journal.ppat. 1004969 June 16, 2015

126

8/24



. @
@ ' PLOS | PATHOGENS MgtC Is a Macrophage Subversion Factor in Pseudomonas aeruginosa

A B

PA4635 PA2558
1,0E401 1,0E+01 7
1,0E+00 1,0E+00 - a 1 1
E «
=0 T J 77
A 1,0E-01 g 1,0E-01 7/
58 £ 8 -
b 52 72
5T 1,06-02 % 5 10E-02 1 77
] - @ // A
£3 2= 7
ES 10803 E® 10603 1 7
£ = 2
z _
1,0E-04 1,0E-04 ?‘/’,
A
1,0E-05 1,0E-05 et
mg?* 1mM 10pyM 1mM 10uM -BAFI +BAFI Mg 1mM 10pyM 1mM 10uM -BAFI + BAFI
pH7 pH5.7 pH7 pH5.7
in vitro ex vivo in vitro ex vivo
(1774) (1774)

Fig 5. Expression of P. aeruginosa mgtC gene in liqguid medium and intracellularly. The levels of PA4635 (A) and PA2558 (B) transcripts relative to
those ofthe rpoD gene were measured by gRT-PCR. RNA was extracted from bacteria grown in liquid medium (in vitro) containing a high {1 mM) or low

(10 pM) concentration of MgS0O4 and apH of 7 orat 5.7. A pH of 5.7 is expected to mimic the pH faced by bacteriain the phagosome. Bacterial RNA was also
extracted from infected J774 macrophages (ex vivo)that were treated (+ BAFI) or not (- BAFI) with bafilomycin A1. Forallconditions, RNA were prepared two
timesindependently. Results are expressedas means + SD from atleast three independentmeasurements (each performed intriplicate). Thenumbers
indicate the induction fold relatively to the condition 1 mM MgSO;pH 7.

doi:10.137 1/journal.ppat. 1004969.g005

A B C
0 Mg2+ 10 pM Mg2+ 1 mM Mg?*
5 & 5 .
1
g 1 3 1
nl'D
o
0.1 v B . : - : - 01 ' ; ' !
50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Time (hours) Time (hours) Time (hours)
—a— PAOI —l— PAO1AmgtC —{ "~ PAOLAmgtC aftB::mgtC*
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environment, similarly to MgtC homologues from intracellular pathogens [1 ]. This result is
consistent with the induction of mgrC gene expression in low Mg?" environment (Fig 5A). To
test whether the phenotype observed with the mgrC mutant in macrophages may be related to
the growth defect upon Mg?" limitation, the killing assay by 1774 macrophages was repeated
upon addition of 25 mM Mg®" in the DMEM medium. However, addition of Mg?" did not
rescue the enhanced sensitivity of the mgtC mutant to macrophages (S6 Fig). suggesting that
the increased killing of the mutant is not related to intracellular Mg?* limiting  environment.
P. aeruginosa ability to form biofilm is a crucial virulence determinant, more particularly in
chronic infection. Interestingly, biofilm formation has been shown to be sensitive to EDTA
through chelation of divalent cations including Mg2+ [18]. To check the role of both MgtC and
Mg2+ ions during biofilm formation, wild-type, mutant and complemented strains were grown
in different Mg®" concentrations in glass tubes for 24 h and bacterial adherence to the glass was
visualized (Fig 7A) and quantified using crystal violet staining (Fig 7B ) to infer the ability of
strains to form biofilm. Profiles of the three strains were the same in both assays ifbacteria are
growninhighMg”", indicating similar biofilm formation at physiological Mg®* concentration.
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Fig 7. Quantification of bacterial adherence to glass tubes to infer the ability of strains to form biofilm. (A) Adherence assay with P. aeruginosa strains
PAO1, PAO1AmgtC, and PAO1AmgtC attB::mgtC* grown at 30°C for 24 hrsin minimal mediumwithout MgS O or with MgSOa (10 uM and 1 mM). The
biofilm quantification is visualized by crystal violet ring on the glass tube. (B) Crystal violet quantification (CV ODego) is divided by the bacterial density
(bacterial ODeo). Errorbars correspond to standard errors (+ SE) from three independent experiments and the asterisks indicate Pvalues (Student's t test,
**P<0.01, *™*P<0.001).

doi:10.1371/journal.ppat. 1004969.g007
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However, in the absence of Mg}', wild-type and complemented strains poorly attached to the
glass, indicating that Mg?" is required for biofilm initiation by P. aeruginosa. In contrast, the
AmgtC mutant was still able to form biofilm. The increased biofilm formation for the AmgtC
mutant comparatively to the wild-type strain was also observed in the presence of 10 pM Mg?".
Cumulatively, these results indicate that when expressed, i.e. under Mg?" limitation, MgtC
limits biofilm formation. Since exopolysaccharides (EPS) are essential biofilm matrix
components, important for initial adherence and biofilm formation [32,33], EPS production
was measured by Congo red assay [34] in low and high Mgz' (87 Fig). Whereas, all strains
produced similar EPS levelat I mM Mg”', the mutant strain produced significantly more EPS
than wild-type and complemented strain in low Mg®" medium.

We also investigated whether the increased biofilm formation of the mgtC mutant strain
underMg”" limitation may be related to altered properties of the flagellum or the type IV pili,
which are major adhesins required for initial attachment [35]. Our results indicated that the
twitching and swimming motilities, which depend on type I'V pili and flagellum, respectively,
were similar in wild-type, mutant and complemented strain (S8 Fig). On the other hand, we
observed that P. aeruginosa AmgtC bacteria grownunder Mg” 'starvation were more elongated
than wild-type bacteria (SY Fig). Hence the increased biofilm formation of the mgtC mutant
strain under Mg?" limitation may be due to increased EPS production and/or bacterial cell
elongation.

Heterologous production of the Salmonella MgtR peptide in PAO1
mimics the mgtC mutant virulencephenotypes

MgtR is a membrane peptide (30 amino-acid long) encoded downstream of mgrC in S. Typhi-
murium that regulates negatively MgtC expression [#]. MgtR interacts directly with Salmonella
MgtC in a bacterial two-hybrid system and over-expression of mgtR in a wild-type Salmonella
strain reduced significantly the ability of the strain to grow within macrophages, thus display-
ing an anti-infective effect [8]. Site-directed mutagenesis and structural analysis have suggested
that MgtR interacts with the 4th transmembrane domain of MgtC [8 ,36]. Examination of the
DNA regionadjacentto PA44635 as well as Blast analyses did not reveal any peptide similar to
MgtR in P. aeruginosa. Because the 4th transmembrane domain of MgtC is wellconserved
between S. Typhimurium and P. aeruginosa (510 Fig), we have tested whether the Salmonella
MgtR peptide could interact with P. geruginosa MgtC (PaMgtC) using the bacterial two-hybrid
system BACTH [37]. The interaction between T18-PaMgtC and T25-MgtR fusion proteins
was evaluated by measuring B-galactosidase activity (Fig 8A). Negative controls consisted in
T18-PaMgtC with empty pKT25 (Fig 8A) and empty pUT 18 with T25-MgtR (S11 Fig). The
high level of B-galactosidase activity, which was 60 fold the value of the negative control, was
indicative of an interaction between the MgtR peptide and PaMgtC in this system. On the

other hand, PaMgtC did not interact with another membrane peptide, the Salmonella KdpF
peptide (S11 Fig), indicating that the interaction with MgtR is not due to sticky properties of
PaMgtC.

We then transformed the wild-type P. aeruginosa strain with pMgtR, a plasmid that harbors
the Salmonella mgtR gene [8]. Expression of mgtR in PAO1 was verified by RT-PCR (Fig 8B).
The virulence of the strain was evaluated using the zebrafish embryo model. As shown in Fig
8C, awild-type PAO]1 strain that expressed mgtR was attenuated comparatively to a control
PAOI strain that harbored an empty vector. On the other hand, no effect of the pMgtR plasmid
was detected in the context of the PAO1 mgtC mutant strain. Expression of mgtR also increased
significantly the killing of wild-type PAO1 strain, whereas no significant effect was found in
the presence of the mgtC mutation (Fig 8D). In addition, a mild but significant increase in
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doi:10.1371/journal.ppat.1004969.g008

phagocytosis was observed (S12 Fig). Taken together, these results suggest that heterologous
production of the Salmonella MgtR peptide can lower PAO]1 virulence and resistance to macro-
phage killing by targeting the P. aeruginosa MgtC. Regarding other phenotypes related to
MgtC defect in P. aeruginosa, production of the Salmonella MgtR peptide did not modulate
bacterial growth in magnesium deprived medium (513 Fig). This correlates with results
obtained in Salmonella and is consistent with the finding of a dual role for MgtC [15].
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Discussion

Phylogenetic analysis indicated that the MgtC protein from the extracellular pathogen P. aeru-
ginosa clustered in the same subgroup as MgtC proteins from intracellular pathogens, which
are known to subvert macrophages and promote intracellular bacterial multiplication [1,16].
MgtC exhibits a sporadic distribution in Pseudomonas species, being mostly associated with
strains that are pathogenic for humans and insects. In the present study, we show that MgtC
playsarolein P. aeruginosa virulence in a systemic model of infection in amacrophage-depen-
dentmannerand in P. aeruginosa ability to escape the killing action of the macrophage. MgtC
thus provides a singularexample of a virulence determinant that subverts the antimicrobial
behavior of macrophages both in intracellular and extracellular pathogens (Fig 9).

There is growing evidence that some cytotoxic extracellular pathogens can actually survive
inside macrophages after phagocytosis to hide from the immune system [38], but little is
known about the intracellular behavior of these pathogens. The zebrafish embryo model has
contributed significantly to the study of an intracellular phase in phagocytic cells in the life
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Fig 9. Role of MgtC in intracellular and extracellular pathogens. MgtC is involved in adaptation to magnesium deprivation and macrophage subversion
both in intracellular and extracellular pathogens. We propose that MgtC share a similar function in intracellular and extracellular pathogens and that the
bacterial lifestyle determines whether MgtC will promote intramacrophage bacterial multiplication orresistance to killing by macrophages. Expression of
mgtCgeneisinduced in macrophages and phagosome acidification contributes to its optimal expression. The MgtR peptide can interfere with MgtC function,
thus actingas a natural antagonist, and its production limits the macrophage subversion.

doi:10.1371/journal.ppat.1004969.g009
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cycle of Staphylococcus aureus, a pathogen that has long been considered as an extracellular
pathogen [39]. Interestingly, MgtC has been shown to promote intramacrophage survival of
Yersinia. pestis [12], which is a facultative intracellular pathogen that replicates mainly extra-
cellularly and produces antiphagocytic factors. Our present results identify MgtC asa novel
actor in P. aeruginosa virulence, playing arole in an intramacrophage phase ofthis extracellu-
larpathogen. The ability of P. aeruginosato inhibit the microbicidal mechanisms of phagocytic
cellsis much less documented thanits cytotoxicity towards mammalian cells, which is linked
to the production of exotoxins and injected effector proteins by the T3SS. We have shown that
the P. aeruginosa mgtC mutant is attenuated for acute infection in zebrafish embryos, which
possess professional phagocytes that can engulf and kill P. aeruginosa upon infection [20].
MgtC acts by protecting P. aeruginosa against phagocytes since macrophage depletion sup-
pressed the difference between mgtC mutant and PAO] strain. Interestingly, a T3SS mutant
has been reported to have a similar behavior in zebrafish embryos [20]. However, the pheno-
types ofthe two mutants differ in ex vivo experiments because, contrary to a T3SS mutant, the
mgtC mutant is more sensitive than the wild-type strain to the bactericidal effect of J774 mac-
rophages. In contrast, the effect of the mgrC mutant on cytotoxicity towards macrophages is
minorrelatively to the one of T38S mutant.

Consistent with therole of P. aeruginosa mgtC within macrophages, expression ofthe gene
is highly induced when the bacteria reside inside macrophages, which is not the case for the
mgtC-like PA2558 and for aT3SS gene. Strong intramacrophage induction has also been
reported forthe Salmonella mgtC gene [40] and to our knowledge, this is the first report of a
P. aeruginosa gene induced within phagocytic cells. It has been proposed that phagosome
acidification may contribute to Salmonella MgtC protein production via an increased level of
cytoplasmic ATP [5.7]. Our results further support an interplay between MgtC role in macro-
phages and the function of the V-ATPase because inhibition of the V-ATPase suppressed the
difference between wild-type strain and mg¢C mutant strain. Noticeably, Pseudomonas wild-
type strain, but not mgtC mutant strain, had a reduced macrophage survival in the presence of
V-ATPase inhibitor. A reduced resistance of wild-type bacteria to macrophage killing upon
bafilomycintreatment has beenalso described for intracellular bacteria, for which acidification
is important for proper expression of genes required intracellularly [41,42]. Wedemonstrated
that phagosome acidification contributes to an optimal production of Pseudomonas mgtC,
which agrees with the maximization of mgrC induction in vitre at low pH. Cumulatively, our
results identify mgtC asakey gene for P. aeruginosa intramacrophage stage. Moreover, uptake
by macrophages, but not epithelial cells, wasenhanced with the P. aeruginosa mgtC mutant
compared to the wild-type strain. A similar phenotype has been described for a M. marinum
mgtC mutant, with MgtC playing arole in later steps of the intemalization process rather than
initial attachment events of bacteria tomacrophages [ 14]. Further experiments will be required
toinvestigate the fate of intracellular bacteria but we propose that P. aeruginosa has acquired a
macrophage subversion factortoresisttokilling in case of phagocytosis by macrophages.
Moreover, our findings highlight the importance of macrophage subversion by P. aeruginosa
in a model of acute infection. In agreement, mgtC has been recovered in a recent screen as a
Pseudomonas gene involved in bacterial fitness in a systemic model of infection in mice [43]. It
would be of interest to further explore the role of Pseudomonas MgtC in the mice model, both
during acute and chronic infection.

Growth kinetic analyses showed that MgtC isrequired for optimal growth in magnesium
deprived medium in P. aeruginosa, which isacommon feature with intracellular pathogens.
Thisresultagrees with previous complementation studies showing that heterologous expres-
sion of P. aeruginosa mgtC (PA4635)in aS. Typhimurium mgfC mutant restored the growth
defectin Mgz* deprived medium [15]. Moreover, we have shown that mgtC expression in P.
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aeruginosa is induced in conditions of Mg?" starvation, which is consistent with a previous
proteomic analysis [44], and implies a role of MgtC in such stressing condition. Hence, our
results indicate a mechanism of convergent evolution between pathogens that have different
niches in their ability to use MgtC to adapt to Mg®" limitation (Fig 9). We believe that this
ability does not account for P. aeruginosa MgtC role in macrophages because Mgzh
measurement in a phagosome indicated a concentration in the millimolar range [45] and
because addition of extracellular Mg?" did not rescue the increased sensitivity of mgrC mutant
to macrophages.

Magnesium has been shown to influence attachment and subsequent Pseudomonas biofilm
formation [46], which is a hallmark of Pseudomonas chronic infection, and biofilms are dis-
rupted by cation chelators [18]. Moreover, M.g2+ is required for biofilm formation in fungal
pathogens [47]. In Mg?" limiting condition, the P. aeruginosa mgtC mutant retains the ability
to form biofilm, while the wild-type strain is severely impaired for biofilm formation,
indicating that MgtC limits biofilm formation. The biofilm phenotype of the mgtC mutant is
associated with increased production of EPS, which are essential biofilm matrix components.
In addition, biofilm formation could be favored by the elongated shape ofthe mgtC mutant
grown under Mg?' limitation, as bacterial elongation can promote biofilm formation [48].
Very interestingly. a recent report provides an unsuspected link between M gtC, cellulose (a
polysaccharide associated with the formation ofbiofilm) and intramacrophage survival in
Salmonella [49]. MgtC repressed cellulose biosynthesis during growthin low Mgz* medium
and cellulose production was shownto hinder Salmonellareplicationinside macrophages.
Despite the fact that cellulose is not produced by P. aeruginosa strains (as PAO 1), thisnew
finding, combined to our finding of anincreased EPS production by the P. aeruginosamgtC
mutantin low Mgl' medium, suggests a potential link between EPS production and P.
aeruginosa MgtC role in macrophages. Further studies will berequired to determine the nature
of'the EPS involved, to investigate their production intracellularly and the putative link with
intramacrophage phenotypes.

MgtC proteins consist of two structural domains, a highly conserved membrane N-terminal
domain and a more divergent soluble C-terminal domain. Structural data as well as bioinfor-
matic modeling indicate that the P. aeruginosa MgtC C-terminal domain adopts the same fold
as the one of MgtC proteins from intracellular pathogens, and this despite a low level of
sequence identity ([50]; G. Labesse, personal communication). This suggests that MgtC may
share asimilar functionin P. aeruginosa and intracellular pathogens, which is supported by the
common role in adaptation to Mgz' deprivation. Furthermore, whereas expression of P.
aeruginosa mgtC does not complement the macrophage replication defect ofa §. Typhimurium
mgtC mutant, asignificant complementationis observed whena P. aeruginosa MgtC variant
carrying a single amino-acid change is produced [ 1 5]. Hence, M gtC proteins from P.
aeruginosaand S. Typhimurium may have evolved ina very subtle way, possibly to optimally
interact with partner protein(s).

The MgtR membrane peptide has been proposed as anatural MgtC antagonist because in S.
Typhimurium, the intramacrophage replication ofa wild-type strain can be reduced upon
over-production of MgtR, which plays a negativeregulatory role on mgrC expression[8]. In
the present study, we have found that the phenotypes observed with Pseudomonas mgtC
mutant in animal and cellular infection models can be mimicked upon production of the Sa/-
monella MgtR peptide in a wild-type P. aeruginosa strain. Experiments in mgtCmutant strain
indicated that the peptide requires a functional MgtC protein to play arole. Hence, these
results support the action of M gtR natural peptide as an antagonist of MgtC and highlight
MgtC as a promising new target for anti-virulence strategies.
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Materials and Methods

Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains and plasmids are described in 51 Table. P. gaeruginosa was grown at 37°C in
Luria broth (LB) or at 30°C in MM63 medium supplemented with 0.5% casamino acids, 0.2%
glucose, and MgS04 (10 pM or ImM) or without MgSOy. Plasmids were introduced in P. aeru-
ginosa by conjugation, using an £. coli strain containing pRK2013. Recombinant bacteria were
selected on Pseudomonas isolation agar (PIA). P. aeruginosa mutants obtained by using the
pKNG101 suicide vector were selected on plates containing 6% sucrose. Antibiotic concentra-
tions (Hg/ml) were: for £. coli: ampicillin, kanamycin, streptomycin, gentamicin, 50; tetracy-
cline, 40; for P. aeruginosa: gentamicin, 50 or 125 (plates); tetracycline, 200; streptomyein,
2000.

Construction of a P. aeruginosa mgtC mutant and complemented strain

To generate a non-polar deletion of the mgtC (PA4635) gene, 526 bp upstream and 580 bp
downstream of the mgrC gene were amplified, cloned inpCR2.1 and subcloned in pKNG101
suicide vector giving the mutator pPSBC44 which was mobilizedin the wild-type P. aeruginosa
strain PAO1 to select for double recombinationevent (S1 Text).

Complementation by a single copy of the mgtC" gene under its own promoter was carried
out with the miniCTX integration method at attB region [51]. The entire mgrC gene with the
525 bp-upstream region, in which a o dependent promoter was predicted (S1 Fig). was
amplified, cloned inthe pCR2.1 giving pSBC46, which was subcloned inmini-CTX1 plasmid
vectorgivingpSBC47. Chromosomal insertion of pSBC47 carrying mgtC " and excision of
plasmid DNA sequencesresulted in an unmarked integrant (S1 Text).

Infection of Danio rerio embryos

Experiments were performed using the golden zebrafish mutant [52] or the Tg(mpeg! ::
mCherry) [29] zebrafish line and maintained under standard conditions (supplemental mate-
rial). Bacterial strains, which were freshly streaked out from glycerol stocks, were grown in LB
medium to mid-log phase (DO = 0.6), recovered by centrifugation and washed twice in Phos-
phate-Buffered Saline (PBS). Suspensions were homogenized through a 26-gauge needle and
resuspended in PBS at about 10° bacteria/ml added with 10% phenol red to aid visualization of
the injection process. Infections were carried out by microinjection of 1-2 nl of bacterial
suspensions into the caudal vein of 30 hpf embryos, which were previously dechorionated and
anesthetized with 0.02% tricaine. For survival kinetics after infection, the number of dead
embryos was determined visually based on the absence of heartbeat. Depletion of macrophages
was carried out upon microinjection of pu. I morpholinos into zebrafish eggs and visualized by
fluorescence microscopy (S1 Text).

Microscopic analysis of zebrafish embryos

For live imaging, anesthetized infected embryos were mounted in 35 mm dishes and immobi-
lized with 1% low-melting point agarose. Direct visualization is performed using an Olympus
MVXI10 epifluorescent microscope equipped with a digital color camera (Olympus XC50).
Fluorescence and bright-field images are acquired and processed with CellSens (Olympus) and
assembled using GIMP 2.6 freeware to adjust levels and brightness and to remove out-of-focus
background fluorescence.

For fixed samples observations, anesthetized embryos are fixed overnight at 4°C with 4%
paraformaldehyde in PBS, then washed twice in PBS and transferred gradually from PBS to
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50% glycerol-PBS. Fixed fishes were positioned flat onto depression transparent slides covered
with a cover slip for observation with 40x Leica Apo oil 1.15 NA or 63x Leica Apo oil 1.33 NA
objectives and using a Leica DM2500CSQ upright microscope equiped with a Leica TCS SPE
confocal scan head and fluorescence and differential interference contrast (DIC) optics. Wide-
field fluorescence and DIC images were captured and assembled by LAS-AF software(Leica
Microsystems).

Ethics statement

All animal experiments described in the present study were conducted at the University Mont-
pellier 2 according to European Union guidelines for handling oflaboratory animals (hitp://ec.
europa.ew/environment/chemicals/lab_animals/home en.htm)and were approved by the
Direction Sanitaire et Vétérinaire de I'Hérault and Comité d'Ethique pour I'Expérimentation
Animale under reference CEEA-LR-13007. The breedingof adult fish adhered to the interna-
tional guidelines specified by the EU Animal Protection Directive 2010/63/EU and adult zebra-
fish werenotsacrificed for this study. All experiments were performed before the embryos

free-feeding stage and did not fall under animal experimentation law according to the EU Ani-
mal Protection Directive 2010/63/EU. Forsurvival curves, cardiac rhythm was used as aclinical
criterion to fix the endpoint at which embryos are euthanized using the anaesthetic Tricaine up
to alethal dose (500 mg/ml). Embryos that survive infection were anaesthetized with Tricaine
up to a lethal dose before bleach treatment.

Cytotoxicity towards macrophages

The cytotoxicity of P. aeruginosa strains grown to mid-log phase in LB broth was assayed by
using J774 macrophages as described in [53], except that macrophages were infected for 1.5 hr
ata multiplicity of infection (MOI) of 20. The percentage of LDH release was calculated rela-
tively to that of the uninfected control, which was set at 0% LDH release, and that of uninfected
cells lysed with Triton X-100, which was set at 100% LDH release.

Macrophage-mediated bactericidal assay

Thekillingof P.aeruginosastrainsby J774macrophages was carriedoutessentially asdescribed
previously [54]. Mid-log phase P. aeruginosa grownin LB broth was centrifuged and resus-
pendedin PBS toinfect ] 774 macrophages grownin DMEM mediumsupplemented with 10%
FBSataMOIof10. Aftercentrifugationof24-wellcultureplates,bacterial phagocytosis was
allowed to proceed for 30 min before washing three times with sterile PBS and adding fresh
DMEM media supplemented with 4{-}6:1.1g ml” gentamicin. Macrophages were lysed after 1 h30
minand 2 h 30 by using 1% Triton X-100 and the number of viable bacteria was determined by
subsequent plating onto LB agar plates. The percentage of survivalrepresents theratio between
thenumber of bacteria at time 1.5 hror 2.5-3 hrs and the number of bacteriainternalized after
phagocytosis. In case of treatment with bafilomycin A 1, the inhibitor was added ata
concentration of 100nM 30 min before phagocytosis and was also added after phagocytosis.
Bafilomycindoes notexhibitany bacterial toxicity atthe working concentration. In experiments
with strains expressing mgrR, macrophageswere lysed after 20 min or 2 hrs of gentamicin
treatment and the ratio between bacteria enumerated at the two time points was calculated.

Analysis of intracellular bacteria by fluorescence microscopy

For analysis of bacteria in fixed cells, infection of 1774 macrophages was carried out as
described above for the CFU assay, except that macrophages were seeded on glass coverslips
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and infected at a MOI of 5 to 10 with bacteria that were previously passed four times through a
26G needle. Because fluorescent bacterial strains carry a plasmid-encoded gentamycin resistant
gene, amikacin (300 pg mlI™!) was used to kill extracellular bacteria. For time 0, cells have beenin
contact with amikacin for 20 min. At the end of the incubation period, the cells were fixed with
4% paraformaldehyde in PBS for at least 1 hr. Cells were washed three times with PBS and
mounted on glass slides in Vectashield with DAPI (Vector Laboratories, Inc). The slides were
examined using an upright fluorescence microscope (Axioimager Z2, Zeiss) equipped with an
Apotome 1 for optical sectioning. A 63X Apochromat Objective (NA 1.4) was used,
transmitted light was acquired using differential interference contrast (DIC), and m-Cherry
fluorescence was acquired using a texas red filter set. Z-stacks were systematically acquired
using a Z-step of 240 nm. Counting was performed taking into account a maximum projection
of the Z-stack. Images were processed using ZEN blue software (Zeiss).

RNA extraction and quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Forthestudy ofexpression of PA4635 and PA2558 genes, RNA was prepared from mid-loga-
rithmic bacterial cultures grown for 1 hourin NCE-minimal medium supplemented with 0.1%
casamino acids, 38 mM glycerol and 10 pM MgS8O4 or I mM MgSOy [8§] atpH 7 orpH 5.7. For
mgtR expression study, RNA was prepared from mid-logarithmic bacterial cultures grown in
LB. Forbacterial RNA extraction from infected J774,4.10° macrophages were seeded intoa
100 ¢cm? tissue culture dish and infected atan MOI of 10 as described above. One hour after
phagocytosis, cells were washed three times with PBS, lysed with 0.1% Triton X100and
pelleted by centrifugation at 13 000 rpm for 10 min at 15°C. Bacteria were resuspended by
adding 500 pl PBS and transferred to a new tube for RNA preparation (thus discarding non
resuspended cellular debris).

RNA was prepared and reverse transcribed as previously described [55] except that bacteria
were incubated only 5 min with RNA protectreagent and were disrupted with lyzozyme. Con-
trols without reverse transcriptase were done on each RNA sample to rule out possible DNA
contamination. Quantitative real-time PCR was performed using a Light Cycler480SYBR
Greenl Mastermix and a 480 Light Cycler instrument (Roche). PCR conditions were as fol-
lows: 3 min denaturation at 98°C, 45 cycles of 98°C for 5 sec, 60°C for 10 sec and 72°C for 10
sec. PCR conditions for mgtR and 168 rRNA control gene were as follows: 25 cycles of 95°C for
30 sec, 46°C (59°C for 16S rRNA) for 20 sec and 72°C for 30 sec. The sequences of primers
used for RT-PCR are listed in S1 Table.

Internalization in non-phagocytic cells

Invasion assay of HeLa cells were done as described [22] with mid-log phase P.aeruginosa
grown in LB broth.

Adherence assay on inert surfaces and analysis of exopolysaccharide
(EPS) production

The adherence assay was performed as previously described [56] except that the biofilm visual-
isation was done in glass tubes. O/N cultures were done in 2 ml of MM63 medium supple-
mented with glucose, Casaminoacids and 1 mM MgS8Oy, cells were washed with PBS before
resuspension in the same medium with various concentrations of MgSQOy. The absorbance of
the culture was measured at 600 nm (A o) before attached bacteria were stained with 0.1%
crystal violet for aperiod of 15 minand washed twice with water. The stain was then dissolved
in ethanol and absorbance was measured at 600 nm.
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For liquid Congo red (CR) assays, bacteria were grown as previously in a minimal medium
containing 40 pg/ml CR, under vigorous agitation. At 24 h, the Agoo (absorbance at 600 nm)
was determined and the bacterial cells were pelleted by centrifugation at 15493 g. For quantifi-
cation of CR binding, the Augg of the supernatant of each sample was determined. The ratio of
Augo/Agop indicates the EPS production.

Bacterial two-hybrid analysis

The P. aeruginosamgtC gene, amplified using PAO1 chromosomal DNA and primers
PA4635-pUTI8-F/PA4635-pUTI8-R, was cloned at the Hindlll and EcoRI sites of the pUTI18
vector, to produce a fusion protein PaMgtC-T18. This recombinant plasmid was cotrans-
formed with a plasmid producing a fusion protein T25-MgtR [8] into BTH101 bacteria. Quan-
tification of interaction between fusion proteins was carried out at 30°C as described previously
[8]. Values are average from at least six independent cultures. A level of B-galactosidase activity
at least fivefold higher than that measured for vectors indicates an  interaction.

Statistical analysis

Statistical analyses of comparisons between survival curves were performed using the logrank
test with Prism 4.0 (Graphpad, Inc). Statistical significance was assumed at Pvalues <0.05. For
exvivoexperiments (J774 or HeLacells), paired Student’s t test was performed using Excel soft-
ware (Microsoft). In the figures, " means P values <0.05, <0.01,and  <0.001.

Supporting Information

S1 Fig. Construction of a PA4635 mutant. The genomic organization of the mgtC (PA4635)
locus and the sequence ofa predicted 070 promoter (BProm program (http:/linux 1 .softberry.
com/berry.phtml?topic = bprom&group = programs&subgroup = gfindb) found upstream
mgtC are indicated. The position of oligonucleotides used in PCR experiment to check the
mutant is shown.

(TIF)

S2 Fig. Visualisation of macrophage depletion in zebrafish embryos. Depiction of a trans-
genic (mpeg::mCherry) zebrafish embryo lacking macrophages generated by the injection of
pul morpholino mixture at one stage cell. The absence of macrophages in morphants was con-
firmed after an observation by fluorescent microscopy while the load of macrophages is normal
in standard control (inset). Auto-fluorescence is visible at the yolk.

(TIF)

S3 Fig. Survival curves of pu.l morphant embryos infected with a low bacterial dose (500
CFU). As shown by the graph, pu./ morphant embryos (n = 20 each) are sensitive to infection
even at low bacterial dose (whereas non treated embryos survive when infected with such
dose). No statistically significant difference is obtained between pu./ morphant embryos
injected with PAO1 or AmgtC strain (ns: non significant).

(TIF)

S4 Fig. MgtC is involved in uptake of P. aeruginosa by macrophages but not by non-phago-
cytic cells. (A) Phagocytosis of P. aeruginosa strains by J774 macrophages. A ratio is calculated
between bacterial CFUSs counted after phagocytosis and bacterial CFUs from the inoculum.
The percentage of phagocytosis is normalized to the one of PAOI. All assays were performed a
minimum of three times in triplicate. Error bars represent standard deviations and asterisk
indicates P value (P <0.05, " P <0.01). (B) Standard bacterial invasion assays in HeLa cells
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upon infection with P. geruginosa strains. A T6SS mutant (Ac/pl2) is included as negative con-
trol. The percentage of invasion of PAO1Acipl2 or PAO1AmgtC is normalized to the one
PAOI (that represents an average of 2.5 x 10* CFUs of internalized bacteria per well). All
assays were performed a minimum of three times in triplicate. Error bars represent standard
deviations and asterisk indicates P value (P <0.001).

(TIF)

S5 Fig. Expression of P. aeruginosa pcrV and gyrA genes in liquid medium and intracellu-
larly The levels of perV (A) and gyrA (B) transcripts relative to those of the rpoD gene were
measured by gRT-PCR. RNA was extracted from bacteria grown in liquid medium (in vitro)
containing a high (1 mM) or low (10 yM) concentration of MgSQO4and a pH of 7 orat5.7. Bac-
terial RN A was also extracted from infected J774 macrophages (ex vivo) that were treated
(+BAFI) or not (- BAFI) with bafilomycin A1l. For all conditions, RNA were prepared two
times independently. Resultsare expressed as means+SD from at least three independent mea-
surements (each performed in triplicate).

(TIF)

S6 Fig. Effect of addition of extracellular magnesium on the survival of the AmgrC strain in
J774 macrophages. The survival of bacteria was measured from macrophages cultured with or
without additional magnesium (25 mM). Addition of extracellular magnesium does not rescue
the survival defect of the AmgrC strain. The percentage of survival is normalized to the one of
PAO]1. Error bars correspond to standard errors (SE) from two independent experiments.
(TIE)

S7 Fig. EPS production from P. aeruginosa strains. EPS production was measured by Congo
Red staining from P. aeruginosa strains PAOL, PAO1AmgiC, and PAO1AmgtC attB::mgtC*
grown at 30°C for 24 h in minimal medium with low MgSO4 (10 pyM) or high MgSO4 (1 mM).
Results are representatives of three independent experiments. Error bars correspond to

standard errors (+ SE) from three independent experiments and the asterisks indicate P value
(Student’s t test, ' P<0.001).

(TIF)

S8 Fig. PAO1AmgtC mutant motility with twitching and swimming assays. P. aeruginosa
strains PAO1, PAO1AmgtC,and PAO1AmgtCattB::mgtC* were grown in minimal medium
containing 10 yM or 1 mM MgSQOy. For the swimming assay, the particular aspect of colonies
in 1 mM MgSO4is not observed with the same MgSOy4 concentration when the preculture is
done in LB medium (lower panel) instead of minimal medium (MM).

(TIF)

S9 Fig. PAO1AmgtC mutant morphology. P. aeruginosa strains PAO1, PAO1AmgtC, and
PAO 1AmgtC attB::mgtC" were grownat 30°C inminimalmedium supplemented with 10 uM
or 1 mM MgS0y,. Strains were observed by optical microscopy at 100 X, Zeiss Axioskop 40.
Scale bar indicates a length of 1 ym.

(TIF)

S10 Fig. Alignment of amino-acid sequences of MgtC proteins from S. Typhimurium
(STM3764) and P. aeruginosa (PA4635). Proteins were aligned using the ClustalX program.
Conservation of residues is indicated below the sequences with the following rules: "™ for resi-
dues that are identical in all sequences in the alignment;":" for conserved substitutions; "."
means for semi-conserved substitutions. Residues conserved in the phylogenetic subgroup only
and subjected to site-directed mutagenesis in the present study are shaded in dark grey. Trans-
membrane (TM) domains are indicated above the sequence (TM1 to TMS5). An Ala-coil motif,
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which is an helix-helix interaction motif characterized by small residues (Ala, Gly, Ser) in hep-
tad repeats, present in the TM4 of ST MgtC (red rectangles) is conserved in PA4635. In addi-
tion, three residues important for ST MgtC/MgtR interaction between TM3 and TM4 are
indicated by red dots.

(TIF)

S11 Fig. In vivo interaction of PaMgtC with Salmonella KdpF peptide. The interaction was
assayedusing the BACTH system by transforming £. coli BTH101 cells with plasmids pro-
ducing PaMgtC-T18 and T25-StKdpF. Liquid B-galactosidase assays were performed from
three independent experiments in duplicate. As negative control, BTHI01 bacteria  were
cotransformed with a plasmid expressing PaMgtC-T18 and the pKT25 vector or with the
pUT18 vector and a plasmid expressing T25-MgtR. Both negative controls give similar B-
galactosidase levels. Transformants with PaMgtC-T18 and T25-StKdpF give a B-galactosi-
dase level that is not five times higher the level of negative controls, indicative of a lack of
interaction between PaM gtC and StKdpF according to the BACTH protocol. Error bars rep-
resentSD.

(TIF)

S12 Fig. Phagocytosis of the PAO1 strain expressing mgtR by J774 macrophages. For PAOI1
strain expressing ornotmgtR, aratio is calculated between bacterial CFUs counted after phago-
cytosis and 20 treatment of gentamycin and bacterial CFUs from the inoculum. Results are
normalized to 100% for the PAO1-pBBR strain and are expressed as means +SE from four
independent experiments. Asterisks indicate statistical significance ‘P <0.05).

(TIF)

S13 Fig. Growth of P. aeruginosa PAO1 strain expressing mgtR in Mg deprived medium.
PAOI straincarrying thepBBR IMCS vector(pBBR) orapBBRIMCS derivative thatencodes
mgtR (pMgtR) were grown at 30°C in minimal medium with 0, 10 pMor 1 mM MgS04. ODgpo
isindicated overthe growth period. The experiment was independently repeated two times
and a representative curve is shown.

(TIF)
S1 Table. Bacterial strains, plasmids and primers used in the study.
(DOC)

S1 Text. Supporting Protocols.

(DOC)
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Table S1

Strain, plasmid, or
oligonucleotide

Genotype, description or sequence

Source and/or reference

Strains
E.coli
ToplO F*
CC118|pir
SM10

P. aeruginosa

F- merd Afmrr-hsd RMS-merBC) p80lacZAM 15 AlacX74 nupG recAl araD139
Alara-leu)7697 galE 15 galK16 rp.s'L(StrR'} endAl N

(Lpir) ® (ara-leu), araD, ®lacX74, galE, galK, phoA-20, thi-1, rpsE, rpoB, Arg(Am),
recA 1, Rfr (|pir)

thi- 1, thr, leu, tonA, lacY, supE, recA::RP4-2-Tc::Mu

Laboratory collection
(1]

Laboratory collection

PAOI Wild-type, prototroph, chi-2 B. Holloway
PAO 1®mgtC mgtC deletion mutant This work
PAOI®mgt complementation of the mgrC mutation by a mgtC copy inserted at the aif B site on This work
C P. aeruginosa chromosome
attB::mgiC”* pseN deletion mutant elp V2 2]
PAO1®pscN deletion mutant [3]
DAV S el
Plasmids
pRK2013 Tra+, Mob+, ColEl, KmR Laboratory collection
pCR2.1 TA cloning, lacZ{, ColE1, f1 ori, ApR KmR Invitrogen
pSBC43 526 bp upstream and 580 bp downstream mgtC in pCR2.1 This work
pKNG101 oriR6K, mobRK 2, sacBR+, SmR (suicide vector) [4]
pSBC44 mgtC deletion of pSBC43 in pKNG 101 This work
mini-CTX1 Q-FRT-attP-MCS, ori, int, oriT, TcR [5]
pFLP2 Source of Flp recombinase, ApR [6]
pSBC46 525 bp upstream region to the last nucleotide of mgrC in pCR2.1 This work
pSBC47 mgtC gene of pSBC46 in mini-CTX]1 This work
pBPF-mCherry P. aeruginosa oprl” promoter region upstream of the mCherry coding sequence, [71
GmR
pUT18 AmpR repcolit (81
pKT25 KanR reppisa [8]
pKT25-MgtR Fusion MgtR with T25, KanR reppisa [9]
pKT25-5(KdpF Fusion StKdpF with T25, KanR reppisa [10]
pUTI18-PaMgtC Fusion PaMgtC with T18, AmpR repcog: This work
pBBRIMCS CmR [11]
pMgtR pBBRIMCS mgtR [9]
Primers
SBO9%4 5-GCCGGAGAAATGTTCCACT-3" This work
SBO95A 5*-TCAGTCGGCCGCCAGTTCCATGTTTCACCTCGT-3" This work
SBO96A 5-ACGAGGTGAAACATGGAACTGGCGGCCGACTGA-Y This work
SBO97 5-AGCGGTAGCGGACCAGGG-3 This work
SBO98 5-CTGGGCGTACGCGACAGGT-3’ This work
SBO 99 5-AGCGGGCGCGAGAACTGA-Y This work
SBO100 5-AGCGGTAGCGGACCAGGG-3 This work
PA4635-18-HindF 5-CCCAAGCTTGATGGATTGGAAAGTATTTC-3" This work
PA4635-18-EcoR 5’-GGAATTCGTCGGCCGCCAGTTCGARG-3" This work
PA4635-F S-AAAGTATTTCTCCTGCGCGTC-3 This work
PA4635-R 5-CCGGAGACTACATAGGCGG-3 This work
PA2558-F 5'-GGAGCGCTTCTACCAGATCA-3" This work
PA2558-R 5S-TCTGTTCCACCAGCGAGTC-3" This work
MgtR-F 5S-TGAATCGCTCACCCGATAAAA-Y This work
MgtR-R 5-GAAAACGATTTGCCAGAGGGC-3’ This work
168-F 5-CAAAACTACTGAGCTAGAGTACG-3 [12]
16S-R 5S-TAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCT-37 [12]
5-AGTGGGATCTGCGCGAGTT-3"
perV-F 5-TGGGTCTGCAGGACATCCTT-3" [13]
perV-R 5-AACGACTGGAACAAGCCCTAC-3 [13]
gyrA-F 5-GCGCACGATGGTGTCGTA-3 [13]
gyrA-R 5-GGGCGAAGAAGGAAATGGTC-3" [13]
rpoD-F 5-CAGGTGGCGTAGGTGGAGAA-3 [14]
rpoD-R [14]
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Supporting Protocols

Construction of a P. aeruginosa mgtC mutant and complemented strain

To generate the mgtC deletion, 526 bp upstream and 580 bp downstream of the mgtC gene
were amplified by overlapping PCR with High Fidelity DNA polymerase (ROCHE) using
SBO94, SBO95A, SBO96A, and SBO97 primers (S1 Table) [1]. The PCR product was
cloned in pCR2.1 (TA-cloning KIT, Invitrogen) giving pSBC43, which was then sequenced
(GATC) and subcloned in pKNGI101 suicide vector giving the mutator pSBC44. pSBC44,
maintained in the E. coli CC118|pir strain, was mobilized in the wild-type P. aeruginosa
strain PAO1. The mutants, with a double recombination event resulting in the non-polar
deletion of the mgtC gene, were verified by PCR using external primers SBO98-SBO100.
Complementation by a single copy of the mgtC" gene under its own promoter was carried out
with the miniCTX integration method at a#tB region [2]. The entire mgtC gene with the 525
bp-upstream region in which a fm dependent promoter was predicted (S1 Fig) was amplified
with SBO94 and SBO99, cloned in the pCR2.1 giving pSBC46, which was then sequenced
and subcloned in mini-CTX1 plasmid vector giving pSBC47. Chromosomal insertion of the
mini-CTX construct pSBC47 carrying mgtC" was obtained via a mating between the recipient
PAO1®mgtC (grown O/N at 42 °C), and E. coli SM10 pSBC47, with selection on PIA for
tetracycline. Finally, excision of the unwanted plasmid DNA sequences was achieved by
producing the Flp recombinase from a conjugative plasmid, pFLP2. This step results in an

unmarked integrant. The pFLP2 plasmid was cured on sucrose 6%.

Swimming and twitching motility assays

For motility assays, O/N cultures were done in MM63 medium supplemented with glucose,
Casamino acids and 1mM MgSO4. For twitching motility, plates containing 1.5% agar were
inoculated by stabbing the agar plates. After 24 h growth at 30 °C, the agar was removed and

the plates were stained with 1% crystal violet for 10 min and washed with water. Spreading of
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bacteria from the inoculation point could be observed by the size of the stained surface on the
plastic. For swimming assays, 0.3% agar plates were inoculated and were incubated 5 h at

37°C. The spreading of the colony on the agar could readily be observed.

Zebrafish maintenance

Zebrafish experiments were performed using the golden zebrafish mutant [3] purchased from
a local company (Antinea SARL, Montpellier, France) and maintained according to standard
described procedures [4]. The Tg(mpegl::mCherry) zebrafish line, which was generated as
described below, was used for antisense experiments. Eggs were obtained by natural
spawning and incubated at 28.5 °C in “fish water” (water with NaCl 60 ng/mL). Ages of the

embryos are expressed as hours post fertilization (hpf).

Generation of transgenic (mpegl::mCherry)line

The Mpegl promoter is used to drive the specific expression of membrane
targetted redfluorescent protein in macrophages. Amplificating primers for fragment of
Mpegl promoter were zMpeglP4 (TTGGAGCACATCTGAC) and zMpeglE2N2
(TTATAGCGGCCGCGAAATGCTCTTGACTTCATGA), digested by Notl and ligated to
the coding phase of the farnesylated mCherry protein so that the Mpegl AUG would be in
phase with the downstream mCherry-F open reading frame on a Tol2 derived vector. The
resulting plasmid was injected together with the Transposase mRNA in one cell stage

embryos.

Microinjection of Morpholinos into embryos
A mix of splice-blocking (GGTCTTTCTCCTTACCATGCTCTCC) and ATG
(CCTCCATTCTGTACGGATGCAGCAT) morpholinos (MO) against pu.! gene were

purchased from Gene Tools and combined as described [5] [6]. MO mix were prepared in MO
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buffer containing 10 % phenol red and injected (3 nl) into one cell stage tg(mpeg!::mCherry)
using a Tritech Research digital microINJECTOR (MINJ-D). The correct depletion of

macrophages cells in pu. / morphants was confirmed by fluorescent microscopy observation.

Fluorescence Microscopy

Fluorescence live microscopy of embryos are using an Olympus MVXI10 epifluorescent

microscope equipped with a X-Cite{?"'12OQ (Lumen Dynamics) 120W mercury light source.
Images are acquired with a digital color camera (Olympus XC50) and processed using
CellSens (Olympus). Fluorescence filters cubes TRITC-MVX10 are used for detection of red
light. Final images analysis and visualization are performed using GIMP 2.6 freeware to

adjust levels and brightness and to remove out-of-focus background fluorescence.

1. Vasseur P, Vallet-Gely I, Soscia C, Genin S, Filloux A (2005) The pel genes of the
Pseudomonas aeruginosa PAK strain are involved at early and late stages of biofilm
formation. Microbiology 151: 985-997.

2. Hoang TT, Kutchma AJ, Becher A, Schweizer HP (2000) Integration-proficient plasmids
for Pseudomonas aeruginosa: site-specific integration and use for engineering of
reporter and expression strains. Plasmid 43: 59-72.

3. Lamason RL, Mohideen MA, Mest JR, Wong AC, Norton HL, et al. (2005) SLC24A5, a
putative cation exchanger, affects pigmentation in zebrafish and humans. Science 310:
1782-1786.

4. Westerfield M (2007) In: The zebrafish book: a guide for the laboratory use of the zebrafish
(Danio rerio). 5th edition, Eugene, University of Oregon Press. Paperback.

5. Clay H, Davis JM, Beery D, Huttenlocher A, Lyons SE, et al. (2007) Dichotomous role of
the macrophage in early Mycobacterium marinum infection of the zebrafish. Cell Host
Microbe 2: 29-39.

6. Bernut A, Herrmann JL, Kissa K, Dubremetz JF, Gaillard JL, et al. (2014) Mycobacterium
abscessus cording prevents phagocytosis and promotes abscess formation. Proc Natl
Acad SciU S A 111: E943-952.

152



1.2.3 Résultats complémentaires
Dans cette partie, je vais présenter les résultats complémentaires qui n'ont pas été inclus lors
de la soumission de I'article 2 mais dont certains ont été ajoutés dans la version révisée et
publiée de cet article. Ces résultats ont pour but de décrypter les mécanismes impliqués
dans les phénotypes observés avec le mutant mgtC, de préciser la régulation de MgtC et

d'analyser le réle de MgtC dans la phagocytose.

1.2.3.1 Etude de la résistance au stress oxydatif
Le stress oxydatif est un mécanisme important de défense de I'héte contre les bactéries. Une
augmentation de la sensibilité du mutant mgtC au stress oxydatif aurait pu expliquer
pourquoi le mutant mgtC est plus sensible & I'effet bactéricide des macrophages.
Des tests de sensibilité au stress oxydatif ont été réalisés in vifro, par ajout d'H202 dans les
milieux de culture aux concentrations de 5 et 10 mM. Le pourcentage de survie a été calculé
aprés 20, 30, 40 min ou 1h d'incubation. Les résultats n‘'ont pas permis de metire en évidence

une sensibilité du mutant mgtC différente de celle de la souche sauvage.

1.2.3.1 Régulation de MgtC
Un autre mécanisme important de défense de I'hdte contre les bactéries est I'acidification
du phagosome. Nous n'avons pas mis en évidence de différence entre les souches dans la
sensibilité au stress acide (G. Accard et A. Blanc-Potard). Mais nous avons étudié I'effet du
pH acide sur la régulation de MgtC couplé a I'étude de la régulation par le magnésium.
Dans I'article 2, une RT-PCR montre que I'expression de I'homologue MgtC PA4635 est induite
par une faible concentration en Mg?* contrairement a I'homologue PA2558 (figure S4).
Pour aller plus loin dans la compréhension de la régulation de MgtC par le magnésium et par
le pH acide, des expériences de gRT-PCR ont été faites sur différents niveaux.
La régulation a été étudiée in vitro en comparant I'expression de mgtC & partir de cultures
en milieu @ pH neutre (pH7) et en milieu & pH acide (pH 5,7), en condition de carence en
Mg?* ou avec une concentration normale de Mg2*.
Dans I'article, I'utilisation d'un inhibiteur de I'ATPase vacuolaire (Bafilomycine Al) suggére
que I'acidification phagosomale pourrait contribuer & I'expression de mgtC. Pour tester cette
hypothése nous avons aussi évalué l'expression de mgtC lors d'une infection de
macrophage en comparant cette expression en présence et en absence de l'inhibiteur. Les

résultats des gRT-PCR sont représentés dans la figure 40.
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Figure 40 — Expression des génes mgtC de P. aeruginosa dans différentes conditions. Les nombres au-
dessus des histogrammes indiquent le facteur d'induction par rapport a |'expression de mgiC dans les conditions
high I'\:1g2+ et pH7. Le géne rpoD est utilisé comme controle interne. Les expériences ex vivo ont éte réalisées

dans des macrophages J774.

In vitro, on remarque tout d'abord que |'expression de I'homologue PA4635 est fortement
induite (141 fois) par une carence en Mg?*. Cette induction est majorée en pH acide (547
fois). L'effet du pH acide n'est cependant pas visible en condition high Mg?* (1,1 fois). En
revanche, pour PA2558, on observe que son expression n'est ni régulé par le Mg?*, ni par le
pH avec des taux d'induction autour de 1.

Ex vivo, |'expression intracellulaire de PA4635 est fortement induite (143 fois) par rapport &
celle de PA2558 (5.9 fois). Pour PA4635, l'induction est similaire & celle observée in vitro en
condition de carence en Mg?*. Enfin, alors que |'expression intracellulaire de PA4635 est
diminuée de moitié en présence d'inhibiteur de la V-ATPase, |'expression de PA2558 est
identique en présence ou en absence de cet inhibiteur. Ces expériences doivent étre
répétées pour déterminer si I'effet observé est significatif mais les résultats obtenus sont en
faveur de I'hypothése proposée dans l'article 2 et la forte induction de PA4635 dans le

macrophage est en accord avec le réle intracellulaire proposé pour ce gene.

1.2.3.2 Visualisation de l'infection dans le macrophage
Une analyse microscopique préliminaire a également é&té réalisée aprés infection de
macrophages J774 dans les conditions décrites dans |'article. Les souches bactériennes
utilisées expriment le marqueur fluorescent mCherry. Aprés infection, les cellules sont fixées au
PAF aux temps 0, 1Th et 2h. Les noyaux des cellules sont marqués au DAPI (bleu) et un
marquage LAMP2 est également utilisé pour visualiser les lysosomes (vert). Le marquage
LAMP2 est réalisé aprés perméabilisation des cellules & I'aide d'un anticorps spécifique
(orocuré par M. Vidal et A. Bonhoure). Les résultats obtenus montrent des bactéries
internalisées dont certaines colocalisent avec LAMP2. Au temps 0, on observe peu de

colocalisation bactérie/lysosome. Aux temps 1h et 2h, on observe une dégradation des
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bactéries associée avec une colocalisation avec les lysosomes. Une quantification serait
nécessaire pour établir s'il y a une différence entre la souche sauvage et le mutant mgtC car
les images fournies lors de cette analyse préliminaire n'ont pas permis de voir une différence

évidente (figure 41).

Figure 41 - Visualisation de l'infection de macrophages
J774 par la souche sauvage et le mutant mgtC de
Pseudomonas aeruginosa. Les bacteries apparaissent en
rouge, le noyau des cellules en bleu et les lysosomes en vert.
Les triangles noirs indiquent des bactéries internalisées au
temps 0 (ip). Les triangles blancs pointent des bactéries en
cours de dégradation et qui colocalisent avec les lysosomes au

temps 1h (tin).

1.2.3.3 Etude de la phagocytose

L'effet de MgtC sur la phagocytose n'avait pas été abordé jusqu'a mon étude chez M.
marinum. J'ai donc évalué cet effet chez P. aeruginosa dans le cadre de I'étude avec MgiR.
Les infections ont été réalisées dans les mémes conditions que celles décrites dans I'article.
Le pourcentage de phagocytose est déterminé apres I'incubation initiale & laquelle s'ajoute
une incubation en présence de gentamycine pour éliminer les bactéries extracellulaires. On
calcule ensuite le pourcentage de phagocytose en faisant le rapport entre le nombre de
CFU aprés phagocytose et I'inoculum. Cette analyse a été réalisées avec la souche sauvage
exprimant ou non MgtR et le mutant mgtC exprimant ou non MgtiR.

Les résultats indiquent que le mutant mgtC a une phagocytose significativement augmentée
par rapport a la souche sauvage. La souche sauvage exprimant MgiR présente le méme
phénotype que le mutant mgtC ce qui renforce I'hypothése d'un effet anti-virulence de
MgtR sur MgtC de P. aeruginosa. De plus, I'effet de MgtR n'apparait dans un contexte
mutant mgtC (figure 42).
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Figure 42 — Effets du mutant mgiC et de I'expression de MgtR sur la phagocytose lors d’une infection de

macrophage. * p < 0.05; ** p < 0.01; NS: Non Significatif.

155



156



2 Les peptides régulateurs de la virulence

2.1 Potentialités anti-virulence du peptide MgiR chez les mycobactéries

2.1.1 Résumé de l'article 3
L'interférence avec la virulence bactérienne est une stratégie puissante qui pourrait
engendrer une moindre pression de sélection pour le développement de résistances
bactériennes que les stratégies antimicrobiennes traditionnelles.
Le facteur de virulence MgtC a été proposé comme une cible attractive pour les stratégies
antfi-virulence parce qu'il est présent chez plusieurs pathogénes bactériens intracellulaires
majeurs, notamment Salmonella enterica et Mycobacterium tuberculosis. De plus, un
peptide naturel antagoniste, MgtR, qui interagit avec MgtC et module sa stabilité, a été
identifie chez Salmonella, ce qui fournit une base pour cibler MgtC chez d'autres
pathogenes.
Nous avons montré que le peptide MgiR de Salmonella pouvait interagir avec la protéine
MgtC de M. tuberculosis (MgtC Tb), in vivo, dans un systéme de double hybride bactérien. La
mutagénése de motifs supposés intervenir dans les interactions hélice/hélice suggére que les
interactions moléculaires entre MgtR et MgtC Tb différent de celles proposées pour MgtC de
Salmonella.
L'expression hétérologue de MgtR de Salmonella chez M. bovis BCG entraine une
augmentation de la phagocytose et une diminution de la survie intramacrophagique. Or ces
deux phénotypes ont été décrits lors de I'inactivation du géne mgitC chez les mycobactéries.
Chez M. bovis BCG, aucune modulation du niveau d'expression de MgtC n'a été détectée
en présence de MgtR mais nous avons mis en évidence que du peptide MgiR synthétique
pouvait reduire la dimérisation de MgtC Tb.
L'ensemble des résultats indique donc que I'expression de MgtR chez M. bovis BCG réduisait
la virulence et nous proposons que MgiR pourrait agir @ travers son interaction avec la
protéine MgtC mycobactérienne en empéchant sa dimérisation et/ou son interaction avec

d'autres partenaires.
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2.1.2 Article 3 - Anti-virulence properties of the Salmonella MgiR peptide
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Abstract

Interference with bacterial virulence is a compelling strategy, that may apply less selective
pressure for the development of bacterial resistance than traditional antimicrobial strategies.
The MgtC virulence factor has been proposed as an attractive target for anti-virulence
strategies because it is shared by several important intracellular bacterial pathogens, including
Salmonella enterica and Mycobacterium tuberculosis (Mth). Moreover, a natural antagonistic
peptide, MgtR, that interacts with MgtC and modulates its stability, has been identified in
Salmonella, thus providing a basis to target MgtC in other pathogens. In this study, we show
that the Salmonella MgtR peptide can interact with the Mtb MgtC protein in an in vivo
bacterial two-hybrid system. Site-directed mutagenesis of putative helix-helix interacting
motifs suggests that the molecular interaction between MgtR and Mtb MgtC differs from the
one proposed for Salmonella MgtC. Heterologous expression of Salmonella MgtR in
Mycobacterium bovis BCG resulted in increased phagocytosis and reduced intramacrophage
survival, both phenotypes being reminiscent to those previously described upon inactivation
of mgtC gene in mycobacteria. In M. bovis BCG, we failed to detect a modulation in the
expression level of MgtC in the presence of MgtR, but we provide evidence that synthetic
MgtR peptide can reduce the dimerization of Mth MgtC. Cumulatively, our present results
indicate that MgtR expression in M. bovis BCG reduces virulence and we propose that MgtR
acts through its interaction with mycobacterial MgtC by preventing dimerization and/or
interaction with partners. This work provides a promising new scaffold for the development

of anti-virulence compounds.
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Introduction

Recent efforts in genomics and natural product discovery have led to a tremendous
increase in the number and diversity of small proteins (size below 50 amino-acids, called
hereafter peptides) produced by bacteria (1). A few studies have highlighted the regulatory
role of bacterial membrane peptides (2, 3). These peptides may act by interacting with protein
partners at the membrane, thereby modulating protein partner’s activity and/or stability. Some
peptides, such as MgrB and SafA, have been shown to interact with the PhoQ sensor kinase
(4-6), thus being able to modulate the expression of genes under the control of the
corresponding two-component system. Other peptides, as KdpF or AcrZ, are supposed to
interact with transporter or efflux pump, respectively (7, 8). We have recently shown that
overexpression of the 30 amino-acid-long KdpF membrane peptide in Mycobacterium bovis

BCG resulted in altered cording morphology and reduced intramacrophage growth (7).

MgtR is a membrane peptide identified in Salmonella enterica serovar Typhimurium
(S. Typhimurium), encoded by the mgtCBR operon, that regulates the MgtC virulence factor
(9). MgtR has been shown to directly interact with MgtC and promotes its degradation (9).
Salmonella MgtC is a membrane protein that harbors five transmembrane (TM) domains.
Based on site-directed mutagenesis, the fourth TM domain as well as the loop between TM3
and TM4 have been implicated in the interaction between MgtR and Salmonella MgtC (9).
An Ala-coil motif (characterized by three small residues in heptad repeat), known to promote
interaction between helices, present in both MgtR and TM4 MgtC has been proposed to play a
role in the interaction. MgtC is required for Salmonella intramacrophage multiplication and
systemic infection in mice (10-12) and promotes pathogenicity by inhibiting the Salmonella's
own FiF, ATP synthase (13). Deletion of the mgtR gene did not have a significant impact on

the ability of Salmonella to replicate in macrophages or to kill mice (9, 14). However,
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overexpression of MgtR reduces intramacrophage survival of a wild-type Salmonella strain,

thus indicating that MgtR can lower Salmonella virulence (9). Besides its effect on MgtC
stability, MgtR has also been reported to negatively control expression of the MgtA Mg**
transporter (15). On the other hand, MgtR does not modulate expression of the related MgtB

protein (9, 14).

The increasing understanding of bacterial pathogenesis has revealed potential
strategies to develop novel drugs against infectious bacteria (16, 17). Interference with
bacterial virulence is a promising approach alternative or complementary to traditional
antibiotherapy. Because this approach does not directly kill the bacteria, at least in vitro, it is
thought to apply less selective pressure for resistance and to preserve gut microbiota. MgtC is
a singular virulence factor that has been proposed as a suitable target for anti-virulence
strategies because it is conserved in several intracellular pathogens (18). It has been described
as a critical factor for the intramacrophage growth of Mycobacterium tuberculosis, Brucella
suis, Yersinia pestis, Burkholderia cenocepacia and Salmonella enterica serovar Typhi (19—
23). Recently, a contribution for MgtC in phagocytosis has been uncovered inMycobacterium
marinum (24). In addition, MgtC has been involved in adaptation to low Mg3+ environments

in these pathogens (18).

The aim of the present study is to address whether the Salmonella MgtR peptide
modulates the virulence of mycobacterial strains. MgtR is not found in other species that
encode MgtC homologues. A recent structural study has shown that a purified MgtR peptide
can bind the isolated TM4 fragment of M. tuberculosis MgtC protein and a model for
interaction has been proposed (25). In the present study, we investigated the in vivo
interaction between MgtR peptide and the entire M. tuberculosis MgtC protein and we

analyzed the effect of MgtR overexpression on the behaviour of Mycobacterium bovis BCG
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in macrophages. Our results indicate a strong interaction between Mth MgtC and MgtR and,
importantlty, we provide evidence that heterologous expression of MgtR can mimic
phenotypes reported for mycobacterial mgtC deletion mutants. Moreover, we provide clues to

understand MgtR action inmycobacteria.

Material and methods

Bacterial strains and growth conditions

Mycobacterium bovis BCG Pasteur 1173P2 strain was grown on Middlebrook 7H10 agar
(Difco) plates supplemented with Oleic Acid-Dextrose-Catalase (OADC) enrichment or in
Sauton's medium containing 0.025% tyloxapol (Sigma), in the presence of kanamycin (25
pg/ml) when required. Plates were incubated at 37°C for 2-3 weeks prior to visual counting of
the colony forming units (CFU). Low magnesium medium was obtained by replacing the
magnesium sulfate in the Sauton’s medium by a similar concentration of potassium sulfate.

Escherichia coli (DH5a) was used for cloning and was grown in LB medium with kanamycin

(25 xg/ml) at 37°C. E. coli BTH101 (26) was used for BACTH experiments (see below).

Bacterial two-hybrid analysis

The Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid (BACTH) system (26) was used to evaluate the
interaction between MgtC and MgtR and the effect of purified MgtR peptide on MgtC
dimerization. The fusion protein T25-MgtR is produced by the pKT25-MgtR plasmid (9),
whereas Mtb MgtC-T18 is produced by pUT18-MthbMgtC (27). To evaluate Mtb MgtC
dimerization, we have used the pKNT25-Mth MgtC plasmid (27). To investigate the role of
specific Mtb MgtC residues in the interaction, site-directed mutagenesis was performed on

pKNT25-Mth MgtC plasmid using the Quickchange® 11 kit (Stratagene), according to
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manufacturer's instructions. Recombinant plasmids carrying both T18 and T25 derivatives
were co-transformed into BTH101 bacteria. Transformants were plated on LB broth with
ampicillin and kanamycin (100 pg/ml, 25 pg/ml respectively) containing 50 pg/ml 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-®-D-galactopyranoside (X-gal) at 30°C for 30 hrs. To quantify the
interaction between hybrid proteins, bacteria were grown overnight at 30°C in LB broth
containing 100 pg/ml ampicillin and 25 pg/ml kanamycin supplemented with 0.5 mM IPTG.
To evaluate the effect of MgtR on Mth MgtC dimerization, purified peptide (PolyPeptide,
Strasbourg, 5 mM in 50 % isopropanol) was added to the O/N culture at a final concentration
of 100 pM (equivalent volume of 50 % isopropanol was added to non treated cultures).
Plasmids pT18-zip and pT25-zip encoding leucine zipper fused to T18 and T25 were used as
control for the effect of MgtR on interaction between cytoplasmic proteins. The assays were
carried out as described previously (28) with activities expressed in arbitrary Miller units.
Values are average from at least four independent cultures. A level of ®-galactosidase activity
at least five-fold higher than the one of the control vectors indicates an interaction between

the protein partners (29).

Construction of a M. bovis BCG strain expressing MgtR

The mgtR gene was PCR-amplified from S. Typhimurium chromosomal DNA using the
primers MgtR-blunt-F and MgtR-Hind-R (Table 1) and cloned into the pMV261 (30) at the
Msel and HindlIll sites. The resulting recombinant plasmid, pMV-mgtR, was checked by
sequencing and introduced, along with the empty pMV261 vector, by electroporation into
wild-type M. bovis BCG. Recombinant strains were selected on Middlebrook 7H10
containing 25 pg/ml kanamycin after 3 weeks of incubation at 37°C and subsequently grown
in liquid medium. Wild-type M. bovis BCG expressing kdpF gene was constructed earlier (7)

and is included in the study.
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RNA extraction and RT-PCR

RNA and cDNA were prepared as described previously (7). Controls without reverse
transcriptase were done to rule out possible DNA contamination. Reverse transcription-PCR
(RT-PCR) was carried out with the GoldStar Master mix (Eurogentecml, and denaturation
was followed by 25 cycles of 95°C for 30 sec, 46°C for 20 sec and 72°C for 30 sec. The sigA
gene (rv2703) was used as internal control. The sequences of primers used for RT-PCR are

listed in Table 1.

Macrophage infection assays

1774 cells were maintained at 37°C in 5% COz in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco). 1774 cells were
allowed to adhere in a 24-well plate at a density of 5.10" cells/ well for 24 h at 37°C in 5%
COa. For infection, M. bovis BCG cultures grown exponentially in Sauton’s medium (ODsoo
around 0.8 to 1) were centrifuged, washed in phosphate buffer saline (PBS) and bacterial
clumps were disrupted by 8 successive passages through a 26G needle. The remaining
aggregates were then eliminated with a short spin (I min at 1,100 rpm). Macrophages were
infected at a multiplicity of infection (MOI) of approximately 2. The infection was allowed to
proceed for 3 hrs at 37°C in 5% CO.. Infected cells were then washed three times with PBSto
eliminate the remaining extracellular bacteria. Cells were then lysed with 0.1 ml of 1% Triton
X-100 in PBS and the number of intracellular mycobacteria counted by plating appropriate
dilutions onto Middlebrook 7H10 agar plates. To evaluate the numbers of phagocytosed
bacteria, the ratio between the count of internalized bacteria and the count of bacteria in the
inoculum was determined. To evaluate the multiplication rate, infected cells were incubated

for 5 days in DMEM medium at 37°C in 5% CO; prior to cell lysis and bacterial enumeration.
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The ratio between the number of internalized bacteria at day 5 and the number of internalized
bacteria after 3 h infection was calculated. All results are derived from a least three

independent experiments where strains are tested in triplicate.

Preparation of bacterial lysates and Western blot analysis

Five ml of bacterial culture grown in Sauton’s medium were harvested, resuspended in 500 pl
of phosphate-buffered saline (PBS), and disrupted using a bead beater (Retsch). The protein
concentration was determined on total lysates using the bicinchoninic acid (BCA) protein
assay reagent kit (Pierce). Expression of MgtC was investigated by Western blotting
following migration of the crude extracts. Bacterial lysates equivalent to 40 pg of total
proteins were separated by electrophoresis on a 15% SDS-PAGE gel, transferred to a
membrane, probed with rabbit anti-MgtC antibodies (1:1,000 dilution) (27), and subsequently
incubated with anti-rabbit antibodies conjugated to alkaline phosphatase (1:7,500 dilution;
Promega). An unrelated membrane protein, OmpATb, was used as a control and probed with

rabbit anti-OmpATb7; 326 antibodies (1:6,000 dilution)(31).

Statistical analysis
For macrophage infection assays, averages were compared by using an unpaired Student ¢-

test. Only P-values < 0.05 were considered as statistically significant.

Results and discussion

Interaction of Salmoneila MgtR peptide with the entire M7h MgtC protein in an in vivo

two-hybrid system

For Salmonella MgtC protein, residues in the loop between TM3 and TM4 (especially residue

G835) and in the TM4 domain have been involved in the interaction with MgtR (9). As shown

8
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in the alignment in Fig. 1A, this part of the protein is well conserved in Mth MgtC. The TM4
domain St MgtC harbors an Ala-coil motif and mutation of the third position (G108) was the
only one that significantly decreased interaction with MgtR upon mutagenesis (9). An Ala-
coil motif, which harbors a A (A107) instead of G at the third position, is also present in Mtb
MgtC TM4. In addition, a second consecutive Ala-coil motif is present in Mth MgtC TM4.
This has led to two structural interacting models for the interaction between MgtR and the

isolated TM4 domain of Mth MgtC (Fig.1B) (25).

The previous analysis of Mth MgtC / MgtR interaction has been done with synthetic peptides
fragments that includes only the isolated Mrb MgtC TM4 domain (25). To evaluate the
interaction of MgtR with the entire Mtbh MgtC protein, we have used the bacterial two-hybrid
(BACTH) system that has been previously validated for detecting interactions between inner-
membrane proteins in living bacteria (29). Plasmids encoding the T18 or T25 fragment of
adenylate cyclase fused to Mth MgtC and MgtR, respectively, were introduced in an E. coli
cya mutant (BTH101) and functional complementation was determined by measuring j-
galactosidase activity (Fig. 2A). A basal level of B-galactosidase activity was measured with
the negative control (T18 / MgtR-T25). A high level of B-galactosidase activity (47-fold the
value of negative control) was observed when BTH101 was co-transformed with Mth MgtC-
T18 and MgtR-T25 plasmids, indicative of a robust interaction between the two proteins. The
interaction appears of similar magnitude as the one observed with Sa/monella MgtC, which is

sligthly stronger (64-fold the value of negative control).

To test the contribution of Ala-coil motifs in MgtC-MgtR interaction, we have substituted
small residues of the motif by large hydrophobic residues. Individual replacements of the

three residues in the MgtR Ala-Coil motif (A10L, S171, A24L) resulted in slight decreases in
the interaction with Mth MgtC as compared to wild-type MgtR (Fig. 2B). This contrasts with

9
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St MgtC for which the interaction with MgtR S171 was abrogated (Fig. 2B). To test the
contribution of the two consecutive Ala-coil motifs of TM4 MgtC, we mutagenised the third
residue of the motif, which has be shown to contribute to the interaction with St MgtC.
However, none of these mutations lowered the interaction level (Fig. 2C). In addition,
mutation of the G84 residue in the loop does not modulate the interaction with MgtR (Fig.

2C).

Cumulatively, these results indicate a strong interaction between MgtR and Mtb MgtC protein
in the bacterial two-hybrid system, albeit to a lesser extent than the one reported with St MgtC
protein. Because each three mutations in the Ala-coil motif of MgtR displayed a similar
effect, this supports the implication of this Ala-coil motif in the interaction. However, the
minor effect of these mutations on the interaction comparatively to what has been reported
with St MgtC suggests that the molecular interactions differ between MgtR and Mth MgtC or
St MgtC. Alternatively, the lower strength of the interaction with Mth MgtC could explain the
mild effect of mutations in MgtR Ala-coil. Two models have been proposed for the

interaction between MgtR and the TM4 domain of Mth MgtC based on interaction with
isolated domains (25). Our mutagenesis analysis did not allow to further validate any of the
two structural models and raises the hypothesis that residues additional to TM4 are likely to

participate in theinteraction.

Heterologous expression of MgtR in M. bovis BCG increases phagocytosis and reduces

intramacrophage survival

The Salmonella mgtR gene has been ectopically expressed in M. bovis BCG. The mgtR gene

was first cloned in the pMV261 multicopy plasmid under the control of the hsp60 promoter

10
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and the resulting plasmid, pMV-mgiR, was introducted into M. bovis BCG Pasteur.

Heterologous expression of mgtR gene has been verified by RT-PCR (Fig. 3A).

We investigated the behaviour of M. bovis BCG expressing or not mg¢R in J774 macrophages
over a 5-day period. As a control, we have used a strain overexpressing the kdpF gene, a
peptide that has been shown previously to reduce M. bovis BCG intramacrophage replication
(7). Results shown in Fig. 3B indicate that the bacterial multiplication is significantly lowerin
a strain overexpressing mgiR, to a similar extend as the one observed for kdpF. In addition,
overexpression of mgtR but not of kdpF, increases the phagocytic rate (Fig. 3C). The growth
defect of mgtR-overexpressing strain within macrophages is not due to an inherent growth

defect of the strain because this strain grows similarly to the control strain carrying the
pMV261 in Sauton’s medium (Fig. 4A). Because MgtC has been involved for optimal growth
in media with limiting magnesium in mycobacteria (19, 24), we have tested the growth of the
two strains in Sauton’s medium depleted from magnesium. Both strains exhibited similar

growth in such medium (Fig.4B).

In mycobacteria, MgtC has been involved in phagocytosis and intramacrophage
replication (19, 24). Hence, the phenotypes observed in a M. bovis BCG strain upon
expression of MgtR are consistent with phenotypes observed in mgtC mutants from
mycobacteria. On the other hand, MgtR expression has no major effect on the growth in
liquid medium with limiting magnesium, which is consistent with results obtained upon
overexpression of MgtR in S. Typhimurium (9). This finding emphasizes the idea that the role
of MgtC differs in low magnesium environment and towards macrophages (32) and further

suggests that MgtR may interfere only with the function of MgtC towardsmacrophages.
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Heterologous expression of MgtR in M. bovis BCG does not modulate the level of MgtC

protein

In Salmonella, expression of MgtC is tightly regulated. The transcription level of mgtC gene

and amount of MgtC protein are increased in inducing conditions (as magnesium deprivation)
and MgtR has been proposed as a negative regulator to prevent excess of MgtC protein (9,
14). The mechanism that drives St MgtC degradation remains unknown but a modification of
St MgtC conformation upon interaction with MgtR may facilitate accessibility for the FtsH
protease (9). On the other hand, the level of Mtb MgtC expression is rather low (27). To
investigate the effect of MgtR expression on Mth MgtC protein level, bacterial lysates were
assayed to monitor MgtC protein expression. We failed to detect any difference in the amount
of Mth MgtC protein from strains expressing or not MgtR as shown by Western blot analysis
on crude bacterial extract using specific anti-MgtC antibodies (Fig. 5A). This could be related
to differential molecular interactions between MgtR and Mth MgtC or St MgtC that may

induce diverse conformationalchanges.

Purified MgtR peptide can interfere with Mth MgtC dimerization

Because we failed to detect changes in the MgtC protein level upon MgtR heterologous
expression in M. bovis BCG, we hypothetized that MgtR may have other effect on Mth MgtC.
One hypothesis, which derives from the known role of other membrane peptides, may be

related to the interference of MgtR with protein-protein interaction. We have previously
shown using the BACTH system that Mth MgtC dimerizes (27). To test whether MgtR may
alter Mtb MgtC dimerization, we have added synthetic MgtR peptide in the culture medium

(Fig. 5B). A significant decrease (40 % reduction) of beta-galactosidase activity was
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measured, indicative of a decreased interaction. On the other hand, no effect is seen with

control proteins (Zip) that also strongly interact together but are located in the cytoplasm.

The addition of synthetic peptide suggests that MgtR can interfere with Mtbh MgtC

dimerization. As a consequence, one can imagine that MgtR has also the ability to interfere
with other MgtC partner(s). One suitable candidate is the AtpB submit which has been shown
to interact with the St MgtC protein (13). Alternatively, differences may exist in the MgtC
interacting partner(s) in the different species and additional work is required to address this

point.

Conclusion

We propose that the MgtR membrane peptide has an anti-virulence effect in mycobacteria
through a direct binding with Mrb MgtC. This interaction may prevent interaction of Mtbh
MgtC with itself or with other protein(s) that are essential for MgtC to be functional in
macrophages. This work provides a promising new scaffold for the development of anti-
virulence strategies. Because hydrophobic peptides are difficult to handle, we consider our
results as a proof of concept for the pertinence of targeting MgtC. Screening for other

molecules may provide more potentinhibitors.
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Figure legends

FIG 1 Alignment of MgtC proteins from S. Typhimurium and M. tuberculosis and
model of interaction between MgtR and the isolated M.zh MgtC TM4 domain. (A)
Alignment of S. Typhimurium MgtC (Accession Number AAL22622.1) and M. tuberculosis
MgtC (Accession Number NP _216327.1) was done using ClustalW. The upper lines indicate
the five transmembrane domains (TM1 to TMS). The Ala-coil motif in St MgtC TM4 and the
G835 residue in the loop that has been implicated in the interaction between MgtR and St
MgtC are indicated. (B) Structural models proposed for the MgtR (residues 7-26) and Mtbh
MgtC TM4 (residues 92-112) heterodimer implying the two putative successive Ala-coils
(A93, A100, A107 and A94, A101, S108) present in Mtb MgtC TM4 (25). In the left model,
the Ala-coil correspond to the one present in St MgtC TM4 but the favorite structural model
based on the interface scores of scatter plots is the one shown in the right (25). The residues

mutagenized in the present study to adress the models are within circles.

FIG 2 Analysis of in vivo interaction between MgtC and MgtR using the BACHT system
and role of Ala-coil motifs in the interaction. The £. coli BTH101 strain was co-
transformed with plasmids encoding MgtC-T18 and T25-MgtR fusions. The basal level of B-
galactosidase activity measured with vector is approximately 50 Miller units. (A) Interaction
of Mth MgtC/MgtR is compared with St MgtC/MgtR. (B) The role of MgtR Ala-coil is
adressed by introducing three mutations, A10L, S171 and A24L, in the T25-MgtR fusion.
Each mutated peptide was tested for interaction with Mtb MgtC. As a control, the mutated
peptide S171 was used in interaction with St MgtC. (C) The role of the two consecutive Ala-

coil motifs present in Mth MgtC TM4 is adressed by introducing two mutations, A1071 and
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S108I in the Mth MgtC-T18 fusion. In addition, the G84 residue of Mth MgtC (corresponding

to G85 residue in St MgtC) has been mutated.

FIG 3 Phagocytosis and replication in J774 macrophages of M. bovis BCG strain
expressing mgtR. (A) RT-PCR experiment with mgtR primers on RNA isolated from wild-
type M. bovis BCG expressing or not mgtR. The sigd gene is used as an internal control.
Reactions where the reverse transcriptase was omitted are indicated by RT -. (B) Replication
of the WT+mgtR and WT+kdpF strains by J774 macrophages normalized to 100 % for the
wild-type strain with pMV261. Results are expressed as means + SE from three independent
experiments (WT+mgtR and WT+kdpF) or four independent experiments (WT). Asterisks
indicate statistical significance (* P < 0.05). (C) Phagocytosis of the WT+mgtR and
WT+kdpF strains by J774 macrophages normalized to 100 % for the wild-type strain with

pMV261. Results are expressed as means + SE from three independent experiments.

FIG 4 Growth of M. bovis BCG expressing mgtR in liquid medinum. (A) Growth curves of
M. bovis BCG strains expressing or not mgtR grown in Sauton’s medium (B) or Sauton’s
medium without magnesium. ODgyy is indicated over the growth period. Results are expressed

as means £ SE from at least two independant experiments.

FIG 5 Effect of MgtR on Mth MgtC stability and dimerization. (A) Analysis of the
amount of Mth MgtC protein by Western blotting in M. hovis BCG strains expressing or not
mgtR. Bacterial lysates equivalent to 40 pg of total proteins were separated by 15% SDS-
PAGE. Membrane was incubated with rabbit anti-Mb MgtC antibodies and rabbit anti-
OmpATD antibodies, as control. (B) Effect of synthetic MgtR peptide on Mth MgtC

dimerization using the BACHT system. The £. coli BTH101 strain was co-transformed with
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MgtR peptide (100 pM) was added to the cultures when indicated (+). Asterisks indicate

statistical significance (** P < 0.001).
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464 TABLE 1. Plasmids and primers used in this study

465

466  pUTIR (26)

467  pUTI18-StMgtC 9)

468  pUTI18-MibMgtC 27

469  pKNT25-MtbMgtC @7

470  pKT25-MgtR 9)

471 pKT25-MgtR A10L (9)

472 pKT25-MgtR S171 9)

473 pKT25-MgtR A24L (9)

474  pUTI18-MtbMgtC G84A This study
475  pUTI8-MtbMgtC A1071 This study
476  pUTI18-MibMgtC S108l This study
477 pT18-zip (26)

478  pT25-zip (26)

479 pMV26l1 (30)

480 pMV-mgtR This study
481  MgtR-blunt-F ATCGCTCACCCGATAAAATC

482  MgtR-Hind-R CCCAAGCTTTTAGAAAACGATTTGCCAG

483  MgtCTb-G84A-F CATCCTGCGGGAGGCGTTCAACGTCCGCGG

484  MgtCTb-G84A-R CCGCGGACGTTGAACGCCTCCCGCAGGATG

485  MgtCTb-Al1071-F1  GCGGTCGGAGTGCTGGCCATCTCCGGGCATCTGGTGTT
486  MgtCTb-Al107I-Rl  AACACCAGATGCCCGGAGATGGCCAGCACTCCGACCGC
487  MgtCTb-S108I-F TCGGAGTGCTGGCCGCCATCGGGCATCTGGTGTTCAC

488  MgtCTb-S1081-R GTGAACACCAGATGCCCGATGGCGGCCAGCACTCCGA
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489

490

491

492

493

MgtR-RT-F
MgtR-RT-R
SigA-L-new

SigA-R-new

CGGAGGAATCACTTCGCAATG

GAAAACGATTTGCCAGAGGGC

CCTACGCTACGTGGTGGATTC

CTGGATTTCCAGCACCTTCTC
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2.1.3 Reésultats annexes

2.1.3.1 Interaction MgtC Mma / MgiR St

Un aspect principal de mon travail a été de tester les potentialités anti-virulence du peptide
MgtR de S. Typhimurium sur des protéines MgtC hétérologues. Concernant les
mycobactéries, cette étude a été faite avec la protéine MgtC de M. bovis BCG qui n'est pas
le meilleur modéle pour étudier la virulence.

Nous avons donc cherché a savoir si la protéine MgtC de M. marinum (Mma) interagissait
avec le peptide MgtR. Pour cela, des expériences in vivo de double hybride bactérien ont
été réalisées et ont montré que MgtC Mma n'interagissait pas avec MgiR malgré la
conservation du domaine d'interaction supposé. Suite & ce résultat, MgiR n'a pas été testé
par expression hétérologue chez M. marinum d'autant qu'il s'est avéré que ce pathogéne
n'était pas non plus un bon modéle pour étudier la virulence de MgtC chez les

mycobactéries.
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2.2 Surexpression du peptide membranaire KdpF chez Salmonella:
modulation de I'expression des genes kdp et de la croissance

inframacrophagique

Initiclement, j'ai été mise & contribution dans le projet concernant KdpF pour évaluer les
proprietés anti-virulence de ce peptide chez M. marinum dans le modéle d'infection
d'embryons de danio. J'ai donc testé dans ce modéle d'infection la souche de M. marinum
surexprimant le peptide KdpF. La souche testée n'a pas présenté de phénotype atténué
concernant la virulence contrairement au phénotype observé avec M. bovis BCG dans un
modeéle d'infection cellulaire de macrophage. Cependant, j'ai poursuivi des recherches sur
le peptide KdpF en étudiant la régulation des génes kdpA et kdpD dans un contexte de

surexpression de ce peptide membranaire chez Salmonella.

2.2.1 Résumé de l'article 4
Les peptides membranaires apparaissent comme une classe de émergente de molécules
régulatrices des bactéries qui peuvent interagir avec des protéines membranaires tels que
des transporteurs et des kinases senseurs. Le peptide KdpF, qui est co-transcrit avec les génes
kdpABC et régulé par le systéme & deux composants KdpDE, est supposé stabiliser le
complexe transporteur de potassium KdpABC mais pourrait aussi avoir une fonction
régulatrice innatendue. Le KdpF mycobactérien peut interagir avec ['histidine kinase KdpD et
la surexpression de kdpF chez Mycobacterium bovis BCG a montré qu'elle réduisant la
réplication intframacrophagique.
Nous avons donc voulu savoir si KdpF avait un comportement similaire chez un autre
pathogéne intracellulaire, Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Dans un premier temps nous avons montré que KdpF de Salmonella pouvait interagir avec
KdpD dans un systeme de double hybride bactérien. Une souche de Salmonella surexprimant
kdpF a été construite pour étudier a la fois I'expression du régulon kdp et la survie
inframacrophagique. Ainsi j'ai montré que la surexpression de kdpF réduisait I'expression des
genes kdpA et kdpD en condition de carence en potassium alors qu'un géne de controle
non régulé par le potassium n'est pas affecté. De plus, nous avons montré que la
surexpression de kdpF augmentait la multiplication inframacrophagique de §. Typhimurium.
Ces résultats indiquent que KdpF joue un réle dans la régulation de S. Typhimurium en
modulant |'expression de genes kdp et la survie inframacrophagique mais d'une maniére

différente de celle décrite pour M. bovis BCG.
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2.2.2 Article 4 - Overexpression of the Salmonella KdpF membrane peptide

modulates expression of kdp genes and intramacrophage growth
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Introduction

Abstract

Membrane peptides appear as an emerging class of regulatory molecules in
bacteria, which can interact with membrane proteins, including transporters
and sensor kinases. The KdpF peptide. which is cotranscribed with kdpABC
genes and regulated by the KdpDE two-component system, is supposed to sta-
bilize the KdpABC potassium transporter complex but may also exhibit unsus-
pected regulatory function(s). The mycobacterial KdpF can interact with the
KdpD histidine kinase, and kdpF overexpression has been shown to reduce
intramacrophage replication of Mycobacterium bovis BCG. In this study. we
investigated whether KdpF displays similar behavior in another intracellular
pathogen, Salmonella enterica serovar Typhimurium. We show that Salmonella
KdpF can interact with KdpD in a bacterial two-hybrid assay. We have con-
structed a Salmonella strain overexpressing kdpF, and we have investigated
expression of the kdp regulon, as well as intramacrophage survival. We show
that kdpF overexpression reduces expression of kdpA and kdpD genes under
potassium limitation. Moreover, kdpF overexpression increases intramacro-
phage multiplication of S. Typhimurium. Hence, our results indicate that KdpF
can play a regulatory role in S. Typhimurium, modulating kdp gene expression
and intramacrophage survival, but in a way that differs from the one reported
for M. bovis BCG.

respectively (Hobbs ef al, 2012; Gannoun-Zaki et al.,
2013). A Salmonella peptide, MgtR, has been involved in

Recent studies have highlighted the regulatory role of
small membrane proteins (size below 50 amino acids.
called hereafter peptides) in bacteria (Alix & Blanc-Po-
tard, 2009; Hobbs ef al., 2011). These peptides seem to
play a regulatory role by interacting with protein partners
at the membrane, thereby modulating protein partner’s
activity and/or stability. Some peptides, such as MgrB
and SafA, have been shown to interact with the PhoQ
sensor kinase (Eguchi ef al., 2007, 2012; Lippa & Goulian,
2009). thus being able to modulate the expression of
genes under the control of the corresponding two-com-
ponent system. Other peptides. as KdpF or AcrZ, are sup-
posed to interact with transporter or efflux pump,

? 2014 Federation of European Microbiological Societies.
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the degradation of the MgtC virulence factor and thus
contributes to Salmonella pathogenicity (Alix & Blanc-
Potard, 2008; Lee & Groisman, 2010). Subtle phenotypes
are associated with the inactivation or overexpression of
small membrane ORFs, suggesting that such peptides
might play a role for bacterial fitness under certain condi-
specific being
involved in subtle regulatory mechanisms that are not

tions or in environments, otherwise
essential to bacterial growth.

We have recently shown that overexpression of the 30
amino acid-long KdpF membrane peptide in Mycobacte-
rium bovis BCG resulted in reduced intramacrophage

growth and altered cording morphology (Gannoun-Zaki

FEMS Microbiol Lett 358 (2014) 34-41



Regulatory effects upon Salmonella KdpF overexpression

et al., 2013). Hence, KdpF appeared as an attractive
membrane peptide because it displayed antivirulence
functions upon overexpression in mycobacteria. The kdpF
gene is the first gene of the kdpFABC operon, which is
conserved among bacteria. Expression of the kdpFABC
operon is dependent on external K' concentration and is
regulated by the KdpDE two-component system (Greie &
Altendorf, 2007; Heermann & Jung, 2010). The Kdp sys-
tem, which has been extensively studied in E. coli, is a P-
type ATPase that transports K' with high affinity (Greie
& Altendorf, 2007; Greie, 2011). In E. coli, the KdpF
peptide has been proposed to be a subunit mvolved in the
stabilization of the KdpABC complex in vifro, possibly
acting as a kind of lipid-like peptide for the holoenzyme
(Gassel et al., 1999). However, the role of KdpF in vive
remains elusive because it is not essential for the function
of the Kdp transporter (Gassel er al., 1999). The mecha-
nism by which kdpF overexpression reduces bacterial
cording and intramacrophage growth in M. bovis BCG is
unknown, but it may be related to the fact that mycobac-
terial KdpF can interact with the KdpD sensor and a lipid
transporter, which is supported by bacterial two-hybrid
experiments (Gannoun-Zaki et al., 2013). Moreover, the
KdpDE two-component system. which appears to play a
role in the virulence of several bacterial pathogens (Free-
man et al., 2013), is involved in M. tuberculosis pathoge-
nicity because a M. tuberculosis strain deleted for the
kdpDE genes displayed increased virulence (Parish et al.,
2003).

Similar to M. muberculosis, Salmonella enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) is an intracellular path-
ogen that has the ability to replicate within macrophag-
es. The KdpDE two-component system plays also a role
in Salmonella pathogenicity because a 8. Typhimurium
strain deleted for the kdpDE genes is attenuated in the
nematode model and exhibits reduced survival in mac-
rophages (Alegado eral., 2011). The kdp operon, whose
expression is dependent on extemal K' concentration
(Frymier efal., 1997), is the only operon regulated by

Table 1. Plasmids used in this study
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the KdpDE system identified so far in S. Typhimurium.
A Salmonella enterica serovar enteritidis kdp4 mutant
has been very recently described, but its role in viru-
lence has been only studied in combination with a
mutation in other Trk or Kup potassium transporters,
suggesting that the single kdp4 mutant does not have a
relevant phenotype (Liu er al, 2013). To determine
whether the results obtained with mycobacterial KdpF
are also observed with another intracellular pathogen,
we have investigated the potential interaction between
KdpF and KdpD proteins from S. Typhimurium using a
bacterial two-hybrid system and we have tested the
phenotypes displayed upon hkdpF overexpression in
S. Typhimurium.

Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions

Salmonella enterica serovar Typhimurium strains are
derived from wild-type 14028s (gift from E.A. Groisman).
Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983 ) was used as host in
cloning experiments. Plasmids were introduced into Salmo-
nella by electroporation using a Bio-Rad apparatus  and
into £. coli by chemical transformation using standard pro-
cedures. Plasmids used in this study are listed in Table I,
and primers are listed in Supporting Information, Table S1.
Bacteria were grown in Luria broth (LB). Kanamycin and
ampicillin were used at concentration of 25 and
100 1g mL™", respectively. Growth in liquid medium with
defined K" concentration was carried out by adding indi-
cated concentration of KCI to the previously described
potassium-deprived KO medium (Epstein & Kim, 1971).

Overexpression of kdpfF in wild-type
S. Typhimurium

The kdpF gene was amplified from 14028s chromosomal
DNA using pNMI11-kdpF-F and kdpF-25-Eco-R primers

Plasmids Description Reference

pBR322 Ap® Tc® repoust Bolivar et al. (1977)
pUT18 Amp® repeaet {pBluescript Il KS derivative) Karimowva et al. (1998)
pKT25 Kan® repssa (pPACYC184 derivative) Karimova et al. (1998)
pUT18-MgtC MgtC-T18 Alix & Blanc-Potard (2008)
pNM11 pBR322/mgtC regulatory sequences Rang et al. (2007)
pNM11-kdpF pNM1 1 expressing kd,dF gene (mgtC promoter) This study '
PBR-kdpF pBR322 expressing kdpF gene (kdpF promoter) This study
pUT18-KdpD KdpD-T18 This study
PKT25-KdpF T25-KdpF This study
pKT25-KdpF G4L-G8L T25-KdpF G4L-GBL This sludy'
pKT25-KdpF A22V-A26V T25-KdpF A22V-A26V This study

FEMS Microbiol Lett 359 (2014) 3441
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(Table S1) and cloned into the pNMI1 plasmid (Rang
et al., 2007) to express kdpF from the mgtC promoter,
which is known to be highly induced in macrophages
(Eriksson et al., 2003). The pNM11-kdpF plasmid (also
named pkdpF) was transformed into 14028s wild-type
strain, In addition, the kdpF gene and its promoter were
amplified using pBR322-prom+kdpF-F and kdpF-25- Eco-
R primers (Table S1), and the PCR fragment was cloned in
pBR322 to produce the pBR-kdpF plasmid that expresses
kdpF from its own promoter.

RNA extraction and quantitative RT-PCR
(gRT-PCR)

RNA was prepared from mid-logarithmic bacterial cul-
tures grown in K0.1 or Kl medium containing 20 IM
magnesium. Seven-hundred and fifty microliter of bacte-
rial cultures was added to 1.5 mL of RNA protect reagent
(Qiagen) and incubated 5 min at room temperature. Bac-
teria were centrifuged and resuspended in 100 IL of TE
buffer containing 1 mg mL™" lysozyme. incubated 5 min
at room temperature. Three-hundred and fifty microliter
of RLT (Qiagen) and 250 IL of 100% ethanol was added.
RNA was purified with the RNA easy kit according to the
manufacturer’s instructions. DNA was further removed
using DNAsel (Invitrogen). ¢cDNA was produced using
Superscript HI reverse transcriptase (Invitrogen). Controls
without reverse transcriptase were carried out on each
RNA sample to rule out possible DNA contamination.
Quantitative real-time PCR was performed using an in-
house SYBR Green mix (Lutfalla et al, 2006) and a 480
light cycler instrument (Roche). PCR conditions were as
follows: 3-min denaturation at 98 °C. 45 cycles of 98 °C
for 55 60°C for 10s, and 72 °C for 10 s. The 168
rRNA gene was used as internal control. The sequences of
primers used for qRT-PCR are listed in Table S1.

Bacterial two-hybrid analysis of KdpF—KdpD
interaction

The bacterial adenylate cyclase two-hybrid (BACTH) sys-
tem (Karimova et al. 1998) was used to evaluate the
interaction between KdpF and KdpD. The kdpF gene was
PCR-amplified using 14028s chromosomal DNA as tem-
plate and primers kdpF-25-Bam-F and kdpF-25-Eco-R
(Table S1). The PCR fragment was cloned at the BamH]I
and EcoRl sites of pKT25, to produce a fusion protein,
KdpF-T25, where the T25 fragment is fused at the N-
terminus of KdpF. To generate the pKTI18-kdpD con-
struct, the kdpD gene was PCR-amplified using primers
kdpD-18-Hind-F and kdpD-18-Bam-R using 14028s
genomic DNA. The amplicon was then restricted by
HindlII-BamHI and ligated into the pKT18 vector to

2014 Federation of EuropeanMicrobiological Societies.
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produce a fusion protein, KdpD-T18. All constructs were
verified by DNA sequencing.

Recombinant plasmids derived from pUTI& and
pKT25 genes were cotransformed into BTHI101 bacteria.
Transformants were plated on LB with ampicillin and
kanamyein containing 50 Ig mL™' 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-b-p-galactopyranoside (X-gal) at 30 °C for 30 h.
To quantify the interaction between hybrid proteins, bac-
teria were grown overnight at 30 °C in LB Amp Kan
broth supplemented with 0.5 mM IPTG. The assays were
carried out as described previously (Miller, 1972) with
activities expressed in arbitrary Miller units. Values are
average from at least four independent cultures. A level of
(b-galactosidase activity at least fivefold higher than the
one of the control vectors indicates an interaction between
the protein partners (Karimova er al., 2005).

Site-directed mutagenesis

Site-directed mutagenesis was conducted on pKT25-KdpF
plasmid using the Quickuhange® I1 kit (Stratagene)
according to the manufacturer’s instructions. Sets of
primers were designed for each engineered mutation
including sufficiently long flanking regions (Table SI).
Sequencing was conducted to confirm the presence of the
desired mutation.

Swarming motility

Swarming experiments were performed in LB (Oxoid)
with 0.2% agar (Difco) at 37 °C. Swarming agars were
used immediately after solidification. Ovemight cultures
of Salmonella strains were diluted 1 : 100 and grown to
ODgpo nm 0.2. Exact bacterial counts were determined by
colony counting of serial dilutions. Twenty microliters of
the culture was spotted in the center of the swarming
agar. Swarming zone diameter was determined afler 7-h
and 9-h growth at 37 °C.

Macrophage infection experiments

The rate of intramacrophage replication after 18-h infec-
tion was performed in J774 mouse macrophages as
described previously (Rang et al.. 2007).

Results and discussion
Salmonella KdpF interacts with Salmonella
KdpD in a bacterial two-hybrid system

The kdpF gene is the first gene of the kdpFABC operon,
in both S. Typhimurium (Fig. la) and M. tuberculosis
(http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/). In S. Typhimurium,

FEMS Microbiol Lett 358 (2014) 34-41
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(a)
Low K*

®r —

kdpF  kdpA kdpB  kdpC
(STM0707) kdp ipE

(b)

St KdpF 1 -MSAGVITGIVLVFLLLGYLVYALINAEAF 29
Mtb KdpF 1 MTTVDNIVGLVIAVALMAFLFAALLFPEKF 30

o Fokpka,, *1.:

*ka kK

Fig. 1. Genomic context of Salmonella kdpF gene and measurement of kdpF expression. (a) Genomic organization of the kdpFABC and kdpDE
genes in 5. Typhimurum. The Salmonella kdpFABCDE genes form a single transcriptional unit with a potential internal transcription start
upstream kdpE (hitp://bicinf.gen.tcd.ie/cgi-bin/salcom.pl, Kro€ger et al, 2013). (b) Alignment of KdpF sequences from S. Typhimurium and
Mycobacterium tuberculosis. The putative helix interacting motifs are indicated in bold. Alignment was performed with cLustaww software (http://
www.genome.jp/tools/clustalw/). *Identical residues among the two sequences.

the kdpFABC and kdpDE operons are organized in
tandem, which contrasts to the gene organization in
M. tuberculosis where both operons are transcribed in the
opposite direction (Gannoun-Zaki et al., 2013). The KdpF
peptides of S. Typhimurium and M. tuberculosis share
only 30% identity (41% similarity) (Fig. 1b), which is
lower than the conservation found for the structural
KdpA. KdpB, and KdpC proteins (46—64% identity and
61-77% similarity).

We have previously shown that KdpF peptide from
M. tuberculosis  interacts with KdpD sensor  from
M. tberculosis (Gannoun-Zaki et al., 2013). To test
whether the KdpF peptide from S. Typhimurium could
interact with the 8. Typhimurium KdpD sensor kinase,
we have used the BACTH system that has been previously
validated for detecting between
membrane proteins in living bacteria (Karimova et al.
2005). Constructs were made to fuse the TI8 or T25
fragment of adenylate cyclase to KdpD and KdpF, respec-
tively. The T18 fragment has been fused at the cytoplas-
mic C-terminal of KdpD (pUTI18 vector). We have made
the hypothesis that S. Typhimurium KdpF had a similar
topological orientation as M. ruberculosis KdpF [cyloplas-
mic N-terminal extremity (Gannoun-Zaki et al., 2013)],
and we have therefore cloned the T25 fragment at the
KdpF N-terminal end (KdpF-T25). Plasmids encoding the
T18 and T25 fusion proteins were introduced in an
E. coli cva mutant (BTHI01), and functional complemen-
tation was determined by measuring b-galactosidase activ-
ity (Fig. 2a). A high level of b-galactosidase activity (1100
Miller units) was observed when BTHI101 was cotrans-
formed with KdpD-T18 and KdpF-T25 plasmids, indicat-
ing a robust interaction between both proteins, whereas a
basal level of b-galactosidase activity was measured with
the negative control (T18/KdpF-T25). The level of inter-
action is of similar magnitude to the one reported for
Myecobacterium KdpF and KdpD proteins (Gannoun-Zaki

interactions inner-

FEMS Microbiol Lett 359 (2014) 3441

et al., 2013). On the other hand., Salmonella KdpF does
not interact with another §. Typhimurium membrane
protein that harbors five transmembrane segments, MgtC
(Fig. 2a), indicating that KdpF does not bind to trans-
membrane segments in a nonspecific way.

Natural hydrophobic peptides with a single transmem-
brane domain offer opportunities to decipher motifs that
drive the interaction between transmembrane helices. The
GxxxG motif (where Gly can also be replaced by Ala or
Ser) has been reported to favor close contact between
transmembrane helices (Senes er al, 2004). The KdpF
peptide harbors one GxxxG motif (G4-G8) and one
AxxxA motif (A22-A26) (Fig. Ib). We have carried out
site-directed mutagenesis of both motifs to investigate
their role in the interaction between KdpF and KdpD.
The amino acids of the motifs are converted to hydro-
phobic amino acids (G4L-GSL or A22V-A26V) to pre-
transmembrane segment hydrophobicity and
minimize side effects on protein level and/or membrane
insertion. Whereas mutagenesis of the first motif failed to
alter the interaction, mutagenesis of the second motif
resulted in a twofold decrease in b-galactosidase activity
(Fig. 2b), indicating that this AxxxA motif may contrib-
ute to the interaction, at least to some extent.

Taken together, these results indicate that S. Typhimu-
rium KdpF can interact with S. Typhimurium KdpD in
the BACTH system, similar to what has been found
previously with the KdpF and KdpD proteins from
M. tuberculosis.

serve

Construction of S. Typhimurium strains that
overexpress kdpF

To investigate the regulatory role of KdpF in §. Typhimu-
rium, we have first constructed a strain that harbors a
plasmid-encoded additional copy of kdpF under the con-
trol of the mgtC promoter (pNMI1-kdpF), which is

2014 Federation of EuropeanMicrobiological Societies.
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(a) 1400

T25-KdpF +
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MgtC-T18

KdpD-T18 puUT18
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Fig. 2. In vivo interaction of KdpF with KdpD and effect of mutations
in transmembrane interaction motifs. (a) The interaction between
KdpF and KdpD was assayed using the BACTH system by
transforming Escherichia coli BTH101 cells with KdpF-T25 and KdpD-
T18 plasmids. Liquid b-galactosidase assays were performed from
three independent experiments. Error bars represent SD. (b)
Interaction of KdpD with KdpF peptide mutated in putative GxxxG
and Asooch motifs. Liquid b-galactosidase assays were performed from
three independent experiments. Error bars represent SD.

known to be highly induced in macrophages and in low
magnesium medium (Vescovi ef al., 1996; Eriksson et al.,
2003). We have verified by qRT-PCR that kdpF is overex-
pressed when bacteria are grown in 20 IM Mg”" in both
0.1 mM and 1 mM potassium (Fig. 3a). In liquid culture
with 20 IM Mgz", this strain grows similarly than a con-
trol strain that does not overexpress kdpF (Fig. S1). We
have also constructed a S, Typhimurium strain that har-
bors a plasmid-encoded additional copy of kdpF under its
own promoter (pBR-kdpF). Overexpression of kdpF for
strains grown in K1 medium has been checked by gRT-
PCR (eightfold overexpression, data not shown).

Role of KdpF in regulation of kdp gene
expression

The interaction between KdpF and KdpD proteins implies
that KdpF may modulate the K* regulation mediated by
2014 Federation of EuropeanMicrobiological Societies.
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the KdpDE two-component system. To further investigate
a putative regulatory role of KdpF on kdp gene expres-
sion, we have carried out gRT-PCR experiments to com-
pare expression of the kdpA and kdpD genes in a strain
overexpressing kdpF relatively to the wild-type strain. As
expected, expression of kdpA and kdpD is induced in
0.1 mM K" comparatively to 1 mM K" (Fig.3b and c).
A significant reduction in kdpA and kdpD expression in K
0.1 medium is seen in the strain overexpressing KkdpF.
Such a reduction in transcript levels upon kdpF overex-
pression is not seen with a control gene (mgtB) that is
not regulated by potassium (Fig. 3d). Hence, the reduced
expression of kdp genes upon KdpF overexpression may
be mediated by the ability of KdpF to interact with the
KdpD sensor.

Role of KdpF in intramacrophage survival

Potassium transporters have been recently reported to
play a role in Salmonella motility (Liu et al., 2013), and
we have first investigated whether a strain that overex-
presses kdpF differs in swarming motility comparatively
to the wild-type strain. However, no difference in motility
was observed at 37 °C (data not shown).

We have previously reported a decrease in intramacro-
phage replication of wild-type M. bovis BCG that
a plasmidic copy of kdpF expressed under the control
of a constitutive promoter (Gannoun-Zaki ef al., 2013).
To investigate whether a similar effect may occur with S.
Typhimurium, we have tested strains overexpressing kdpF
for their ability to replicate in the murine J774 macro-
phage cell line. Results in Fig. 4a indicate that overexpres-
sion of kdpF from the mgtC promoter correlated with a
significant increase in intracellular replication. A similar
result was obtained when kdpF is overexpressed on a plas-
mid under the control of its own promoter (Fig. 4b).
Hence, kdpF overexpression modified the Salmonella in-
tramacrophage replication rate, but the effect differs from
the phenotype observed in M. bovis BCG. An increased
intramacrophage replication is not a general feature
observed upon overexpression of a membrane peptide in
Salmonella, because overexpression of the MgtR mem-
brane peptide resulted in a decrease in intramacrophage
replication (Alix & Blanc-Potard, 2008).

carries

Conclusion

In the present study, we have investigated phenotypes
upon overexpression of the Salmonella KdpF peptide,
which has the propensity to interact with both the
KdpABC transporter and, as shown in the present
study, the KdpD kinase. Our results indicate that kdpF
overexpression slightly reduced kdp transcription in low
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Fig. 3. Effect of kdpF overexpression on the
regulation of kdp genes by K*. K'-regulated
expression of kdp genes from S. Typhimurium
strains carrying or not the pNM11 -kdgf
plasmid (pkdpF) grown in 20 IM Mg

medium containing 0.1 mM (K0.1) or 1 mM
(K1) potassium. The levels of kdpF (a), kdpA
(b} and kdpD (c) transcripts relative to those of
the 165 rRNA gene were measured by gRT-
PCR. Resulls are expressed as means + SD
from at least three (kdpF, kdpA) or two (kdpD)
independent experiments (each performed in
triplicate). The decrease of kdpA and kdpD
transcripts in K0.1 medium upon kdpF
overexpression is statistically significant
(Student's t-test, *P < 0.05, ***P < 0.001). (d)
The expression of mgtB, a gene nol regulated
by K*, is shown as control.

Fig. 4. Effect of kdpF overexpressionon
Salmonellareplicationin J774 macrophages.
The bacterial replication was determined after
18 h. The kdpF gene is overexpressed from
the pNM11-kdpF plasmid (pkdpF) (a) or the
pBR-kdpF plasmid (b). Values presented are
the percentage relative to that of the control
strain: wild-type 14028s camying pNM11
plasmid in {a) and wild-type 14028s carrying
pBR322 plasmid in (b). Data represent the
mean values + SD from al least three
independent experiments.

Fig. 5. Model for the regulatory effect of
KdpF in S. Typhimurium. The KdpF peptide is
drawn as a red rectangle. The modulation of
kdp gene expression may be linked to the
interaction between KdpD and KdpF. The
effect of KdpF on intramacrophage
multiplication could be due to the modulation
of expression of genes regulated by the
KdpDE system or to the interaction of KdpF
with other protein(s) than KdpD.

FEMS Microbiol Lett 359 (2014) 3441

39

(a) kdpF b
25602 1 BK1 ®) 6.0E-03 4 BK1 A
oKO.1 OKO0.1 +
£ oe0 £ soe-034
v
g § g ©  4.0e-03
F) 1.5E-02 =0
s ¥ 5 3.06-03 4
? £ 10e-02- E 2
é E é E 2.0E-03 4
3 5.0E-03 3 1.0E-03
0.0E+00 | 0.0E+00
WT  WT + pkdpF WT  WT +pkdpF
(c) kdpD (d) mgtB
1 mK1 b 4.0E-04-BK1
7.0e-04 | OKO.1 < 3.5E_gq. @ K01
£ soee Su  3.06-04
2 § 5.06-04 | E T 256-04-
Lo a4o0e-04 £ 206041
- | Q
S8 306-04 g & 156-04+
£ 8 ] ag
8 3 2oc08 E & L0E-04-
E i Z  5.0E-05-
z : i 0.0E+00
0.0E+00 WT WT +pkdpF WT  WT +pkdpF
(a) (b)
250 250
o o
= £ =
T ™
& 25 T
K 54
® T 150 ey 150
c E c
-% =1 sa
S g 10 i g 100
83 >
32 s £
s 3.2
ES EF ¥
e =
0
WT pNM11 WT pkdpF WT pBR322  WT pBRkdpF
______ D — —
kdpF  kdpA kdpB  kdpC kdpD kdpE
KdpF KdpF KdpF
KdpD \p .
KdpABC 4 Other protein(s) ?
KdpE A

Modulation of kdp gene expression

190

Modulation ofexpression
of other gene(s) ?

#2014 Federation of EuropeanMicrobiological Societies.
Published by John Wiley & Sons Lid. All rights reserved



40

potassium conditions and increased intramacrophage
multiplication. It is currently unclear whether these phe-
notypes are linked to the interaction between KdpF and
KdpD or to interaction(s) between KdpF and other pro-
tein(s) (Fig. 5). The effect of kdpF overexpression on Sal-
monella intramacrophage growth thus differs with the one
reported for mycobacteria. Hence, the antivirulence prop-
erties displayed upon overexpression of KdpF in myco-
bacteria are not observed with the intracellular pathogen
§. Typhimurium, This may be related to opposite pheno-
types reported for mutations in kdpDE two-component
system genes in the virulence of both bacteria. Alternatively,
the regulatory role of KdpF in macrophages may be driven
by the interaction with distinct/additional proteins in Sal-
monella and Mycobacterium species.

Acknowledgements

We thank Daniel Ladant (Paris, France) for providing
plasmids. This work was supported by the CNRS and the
French ministry of research (MRT fellowship for C.B.).

Authors’ contribution

L.G.-Z. and C.B. contributed equally to this work.

References

Alegado RA, Chin C-Y, Monack DM & Tan M-W (2011) The
two-component sensor kinase KdpD is required for
Salmonella typhimurium colonization of Caenorhabditis
elegans and survival in macrophages. Cell Microbiol 13:
1618-1637.

Alix E & Blanc-Potard AB (2008) Peptide-assisted degradation of
the Salmonella Mg(C virulence factor. EMBO J 27: 546—557.
Alix E & Blanc-Potard AB (2009) Hydrophobic peptides: novel
regulators within bacterial membrane. Mo! Microbiol 72: 5—

11

Bolivar F. Rodriguez R, Greene P, Betlach M. Heyneker H.
Boyer H. Crosa J & Falkow S (1977) Construction and
characterization of new cloning vehicles. II. A multipurpose
cloning system. Gene 2:95—113.

Eguchi Y. Ttou J, Yamane M, Demizu R, Yamato F, Okada A,
Mon H, Kato A & Utswmi R (2007) B1500, a small
membrane protein, connects the two-component systems
EvgS/EvgA and PhoQ/PhoP in Escherichia coli. P Natl Acad
Sei US4 104: 18712-18717.

Eguchi Y, Ishii E. Yamane M & Utsumi R (2012) The
connector SafA interacts with the multi-sensing domain of
PhoQ in Escherichia coli. Mol Microbiol 85: 299-313.

Epstein W & Kim BS (1971) Potassium transport loci in
Escherichia coliK-12..J Bacteriol 108: 639—644.

Eriksson S, Lucchini S, Thompson A, Rhen M & Hinton JCD
(2003) Unravelling the biology of macrophage infection by

2014 Federation of EuropeanMicrobiological Societies.
Publishedby JohnWiley & Sens Ltd. Allrights reserved

191

L. Gannoun-Zaki ef al.

gene expression profiling of intracellular Salmonella enterica.
Mol Microbiol 47: 103—-118.

Freeman ZN, Dorus S & Waterfield NR (2013) The KdpD/
KdpE Two-component system: integrating K homeostasis
and virulence. PLoS Pathog 9: e1003201.

Frymier JS, Reed TD, Fletcher SA & Csonka LN (1997)
Characterization of transcriptional regulation of the  kdp
operon of Salmonella typhimurium. J Bacteriol 179: 3061-3063.

Gannoun-Zaki L, Alibaud L, Carr®re-Kremer S, Kremer L &
Blane-Potard AB (2013) Overexpression of the KdpF
membrane peptide in Mycobacterium bovis BCG results in
reduced intramacrophage growth and altered cording
morphology. PLoS One 8: e60379.

Gassel M, Mollenkamp T. Puppe W & Altendorf K (1999) The
KdpF subunit is part of the K'-translocating Kdp complex
of Escherichia coli and is responsible for stabilization of the
complex in vitro. J Biol Chem 274: 37901-37907.

Greie Jr-C (2011) The KdpFABC complex from Escherichia
coli: a chimeric K transporter merging ion pumps with ion
channels. Eur J Cell Biol 90: 705-710.

Greie Jr-C & Altendorf K (2007) The K+-lmnslocaling
KdpFABC complex from Escherichia coli: a P-type ATPase
with unique features. J Bioenerg Biomembr 39: 397-402.

Hanahan D (1983) Studies on transformation of Escherichia
coli with plasmids. J Mol Biol 166: 557-580.

Heermann R & Jung K (2010) The complexity of the *simple’
two-component system KdpD/KdpE in Escherichia coli.
FEMS Microbiol Lett 304: 97-106.

Hobbs EC, Fontaine F, Y X & Storz G (2011) An
expanding universe of small proteins. Curr Opin  Microbiol
14:167-173.

Hobbs EC, Yin X, Paul BJ. Astarita JL & Storz G (2012)
Conserved small protein associates with the multidrugefflux
pump AcrB and differentially affects antibiotic resistance. P
Natl Acad Sci USA 109: 16696—16701.

Karimova G, Pidoux J, Ullmann A & Ladant D (1998) A
bacterial two-hybrid system based on a reconstituted
signal transduction pathway. P Natl Acad Sci USA 95: 5752—
5756.

Karimova G, Dautin N & Ladant D (2005) Interaction
network among Escherichia coli membrane proteins involved
in cell division as revealed by bacterial two-hybrid analysis.
JBacteriol 187: 2233-2243.

Kro€ger C, Colgan A, Srikumar S e al. (2013) An
infection-relevant transcriptomic compendium for
Salmonella enterica Serovar Typhimurium. Cell Host  Microbe
14:683-695.

Lee E-J & Groisman EA (2010) An antisense RNA that governs
the expression kinetics of a multifunctional virulence gene.
Mol Microbiol 76: 1020-1033.

Lippa AM & Goulian M (2009) Feedback inhibition in the
PhoQ/PhoP signaling system by a membrane peptide. PLoS
Genet 5: e 1000788.

Liu Y, Ho KK. Su J, Gong H. Chang AC & Lu S (2013)
Potassium transport of Salmonella is important for type III
secretion and pathogenesis. Microbiology 159: 1705-1719.

FEMS Microbiol Lett 350 (2014) 3441



Regulatory effects upon Salmonella KdpF overexpression

Lutfalla G, Uze G, Alan K & Brian O (2006) Performing
quantitative reverse transcribed polymerase chain reaction
experiments. Meth Enzy 410: 386—400.

Miller J(1972) Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY.

Parish T, Smith DA, Kendall S, Casali N, Bancroft GJ & Stoker
NG (2003) Deletion of two-component regulatory systems
increases the virulence of Mycobacterium tuberculosis. Infect
Immun T1: 1134-1140.

Rang C, Alix E, Felix C, Heitz A, Tasse L & Blanc-Potard AB
(2007) Dual role of the MgtC virulence factor in host and
non-host environments. Mol Microbiol 63:605-622.

Senes A, Engel DE & DeGrado WF (2004) Folding of helical
membrane proteins: the role of polar, GxxxG-likeand
proline motifs. Curr Opin Struct Biol 14:  465-479.

FEMS Microbiol Lett 359 (20 14) 3441

41

Vescovi EG, Soncini FC & Groisman EA (1996) Mg2+ as an
extracellular signal: environmental regulation of Salmonella
virulence. Cell 84: 165-174.

Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Fig. S1. Effect of kdpF overexpression on §. Typhimuri-
um growth in liquid cultures.

Table S1. Primers list used in this  study.

#2014 Federation of EuropeanMicrobiological Societies.
Published by John Wiley & Sons Lid. All rights reserved

192



2.2.1 Role du peptide KdpF dans la virulence de Salmonella
KdpF apparait comme un peptide attractif du fait de ses fonctions anti-virulences chez les
mycobactéries méme si le mécanisme est inconnu.
Tout comme chez les mycobactéries, chez §. Typhimurium, le peptide KdpF peut interagir
avec le fransporteur KApABC et nous avons montré qu'il pouvait également interagir avec la
kinase KdpD.
J'ai montré que la surexpression de kdpF réduisait sensiblement la transcription de kdp en
condition de carence en potassium. Il a été montré par ailleurs que cette surexpression
augmentait la réplication inframacrophagique. Nous n'avons pas pu définir clairement si ces
phénotypes étaient liés & I'interaction entre KdpF et KdpD ou aux interactions entre KdpF et
d'autres protéines.
L'effet de la surexpression de kdpF sur la croissance inframacrophagique de Salmonella est
donc a l'opposé de |'effet décrit pour les mycobactéries. Par conséquent, les propriétés anti-
virulences affichées par la surexpression de KdpF chez les mycobactéries ne sont pas
observées chez le pathogéne intracellulaire S. Typhimurium. Cela pourrait étre relié aux
phénotypes opposés observés lors de la mutation des génes kdpDE du systéme & deux
composants dans la virulence de ces deux bactéries. Par ailleurs, I'hypothése concernant les
différences dans le (ou les) partenaire(s) interagissant avec MgtC entre différentes espéces,
pourrait étre appliquée dans le cas de KdpF dans la mesure ou son réle régulateur dans les
macrophages pourrait solliciter son interaction avec des protéines différentes ou
additionnelles entre les deux espéces, Saimonella et Mycobacterium.
Un schéma récapitulatif des effets régulateurs de KdpF chez Salmonella est présenté dans la

figure 43 ci-aprés.

kdpA kdpB kdpC kdpD kdpE

KdpFABG

KdpD

Other protein(s) 7

Modulation of expression
of other gene(s) ?

Figure 43 — Schéma récapitulatif des effets régulateurs de KdpF chez Salmonella.
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IV DISCUSSION

Dans la recherche en commun par la discussion, celui qui est vaincu gagne plus,
dans la mesure ou il a accru son savorr.

Epicure

Il ne peut y avoir de discussion sans confradiction.

Montaigne
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Mes travaux de thése m'ont conduits & étudier la régulation et la fonction de MgtC chez
différentes bactéries. J'ai également étudié les potentialités anti-virulence du peptide MgtR
chez ces bactéries. Concernant les articles en co-ler auteur, la discussion portera

principalement sur les expériences que j'airéalisées.

1 Régulation de MgtC chez les mycobactéries et chez Pseudomonas

aeruginosa

Chez S. Typhimurium, MgtC est régulé de maniére particulierement complexe. En effet, MgtC
est régulé positivement par le systéme & deux composants PhoP-PhoQ mais aussi par un
ARNm senseur d'ATP (Lee and Groisman, 2012). Par ailleurs MgtC est régulé négativement
par un ARN antisens et par le peptide MgiR (Alix and Blanc-Potard, 2008; Lee and Groisman,
2010). Il a été suggéré que cette complexité &tait liée au mécanisme d'action de MgtC qui

cible la propre FiFo ATP synthase du pathogéne (Lee et al., 2013a).

1.1 Régulation par le magnésium

Chez §. Typhimurium, la régulation de MgtC par le magnésium intervient via le systéme &
deux composants PhoP-PhoQ puisqu'une faible concentration extracellulaire en Mg?* est I'un
des signaux activateur du systéme. Chez S. Typhimurium et Y. pestis, une carence en Mg?*
induit fortement |'expression du géne mgtC (Blanc-Potard and Groisman, 1997; Grabenstein
et al., 2006) alors que l'induction est trés faible chez M. tuberculosis (Walters et al., 2006; Yang
et al., 2012b). Les génes mgtC de Salmonella et de Y. pestis sont co-transcrits avec mgtB qui
code pour un transporteur de magnésium, contrairement a mgtC de M. tuberculosis. Pour
expliquer cette différence de régulation, il a été suggeré que mgfC était régulé par le
magnésium uniquement lorsqu'il était co-transcrit avec un transporteur de magnésium.

Chez M. marinum et pour I'homologue PA4635 de MgtC de P. aeruginosa (Pa), les
expériences ont révélé une trés forte induction de l'expression du géne mgtC par une
carence en Mg?t. De plus, des études préliminaires menées chez M. abscessus montrent
également que I'expression de mgtC est fortement induite par une carence en Mg? (G.
Accard, C. Belon). Cette régulation est donc similaire & celle observée chez §. Typhimurium
et Y. pestis mais elle difféere de la régulation de mgtC chez M. tuberculosis. Pourtant chez M.
marinum, P. aeruginosa et M. abscessus il n'y a pas de co-transcription avec un transporteur
de magnésium. Cela indique que cette régulation est indépendante de la présence d'une
telle organisation génomique. Par dilleurs, il faut noter que |'expression de I'homologue
PA2558 de MgtC Pa reste constante quelque soit la concentration en Mg+,

Concernant le mécanisme de régulation, des études plus poussées sont nécessaires pour le
décrypter. Chez Salmonella, le magnésium contréle I'expression de mgtC. En effet, MgtC est
régulé au niveau transcriptionnel via le systéme & deux composants PhoP-PhoQ activé par

une carence en Mg?* (Véscovi et al., 1996). On pourrait donc imaginer qu'il existe un
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équivalent du systéme a deux composants PhoP-PhoQ chez les pathogénes dont MgtC est
régulé par le magnésium. Le transporteur de Mg?2* MgtA est également régulé par le Mg?* via
PhoP-PhoQ. Mais il existe une régulation de MgtA par le magnésium indépendante de PhoP-
PhoQ. Cette régulation se fait au niveau post-transcriptionnel par un riboswitch Mg?* localisé
dans la région 5' non traduite (5'UTR) de mgtA. Il semblerait que I'ARN senseur de Mg?*
coniréle l'expression de mgtA en ciblant son transcrit pour une dégradation par
I'intermédiaire de la RNase E. Les 5'UTR de mgtA mais aussi de mgtCB sont responsables d'un
ajustement dépendant du Mg?* de la régulation de ces génes (Spinelli et al., 2008). On
pourrait donc également envisager une régulation de MgtC par riboswitch Mg2t chez

d'autres pathogénes.

Carence en Mg#*

Equivalent PhoP-PhoQ ?
Riboswitch Mg?™ ?

Faible =
inducti | .
Irjl; ‘.foi‘;" — - R M. tuberculosis
mgtC
PhoP-PhoQ
Riboswitch Mg?* (St) ? L
4 L — - M. marinum
mgtC
S. Typhimurium — %
Y. pestis e mgif ’—v
] P, aeruginosa 4635
mgtC
Pas ’_. .
d'induction 1 F. aeruginosa 2558
mgtC

Figure 44 — Régulation de MgtC par le magnésium. Les signes + indiquent une forte (rouge) ou une faible
(rosé) induction de I'expression de mgiC par une carence en I'\:1g2+ et sont positionnés au-dessus de fléches
indiquant 'emplacement du promoteur. La fléche en pointillé indiqgue que le promoteur n'est pas forcément situé a

ce niveau. Les carrés bleus représentent les génes en amont de mgiC sous contréle du méme promoteur.

Bien que ces espéces bactériennes soient phylogénétiquements éloignées, la régulation par
une carence en magneésium est conservée. Cette conservation de la régulation est
probablement liée & la conservation de la fonction de MgiC dans 'adaptation aux
fluctuations en magneésium. Les protéines MgtC des différents pathogenes cités
précédemment sont nécessaires, in vifro, & une croissance optimale en milieu carencé en
magnésium (Buchmeier et al., 2000). Le fait que mgtC de M. tuberculosis soit faiblement

régulé par le magnésium suggere que la régulation de mgtC aurait évolué différemment
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pour cette espéce. Cela pourrait s'expliquer par le fait que M. tfuberculosis est un pathogéne
avec une niche écologique strictement restreinte a I'homme contrarement & @ S.
Typhimurium, Y. pestis, M. marinum ou P. aeruginosa. M. tuberculosis est donc uniquement
exposé a des conditions environnementales ou les concentrations en magnésium fluctuent
peu alors que les autres pathogénes seraient soumis & des variations des concentrations en
magnésium inhérentes aux différents environnements auxquels ils sont confrontés. Les études
préliminaires menées chez M. abscessus confirment ce phénoméne puisque |'expression de

mgtC de ce pathogéne environnemental est fortement induite par une carence en Mg?+.

1.2 Régulation par le pH et activationintracellulaire chez P. aeruginosa
Chez S. Typhimurium la régulation de MgtC par le pH intervient via le systeme & deux
composants PhoP-PhoQ et indirectement, via un ARN messager senseur d'ATP. Pour le
premier, un pH acide est I'un des signaux activateur du systéme (Prost et al., 2007). Pour le
second, le pH acide produit un gradient de protons & travers la membrane interne ce qui a
pour effet d'augmenter le niveau d'ATP intracellulaire. Lorsque I' ARNm senseur d'ATP capte
un niveau élevé d'ATP, les séquences adjacentes adoptent une structure particuliére
permettant |'expression de mgtC (Lee and Groisman, 2012).

J'ai étudié cette régulation chez P. aeruginosa. In vitro le géne mgtC (PA4635) est fortement
induit dans un milieu carencé en Mg?*. Cet effet est amplifié & pH acide. En revanche, |'effet
& pH acide dans des conditions normales en Mg?* est quasi nul. L'expression de mgtC a
également été étudiée ex vivo dans des macrophages traités ou non avec un inhibiteur de
la V-ATPase qui permet de bloguer I'acidification phagosomale. Les résultats indiquent une
induction trés importante de PA4635 dans le macrophage. Le géne mgtC de Salmonella est
également tres induit dans le macrophage (Eriksson et al.,, 2003). Par ailleurs, lors d'une
réduction de I'acidification phagosomale, I'expression de mgtC (PA4635) est diminuée d'un
facteur 2. Cela suggére que l'expression de ce géne est partiellement dépendante de
I'acidification phagosomale. L'expression du géne mgtC (PA2558) n'est pas régulée par le
pH acide dans les conditions étudiées.

Comme pour la régulation par le magnésium, des études plus poussées sont nécessaires pour
comprendre le mécanisme de régulation par le pH. Il n'est pas exclu qu'il puisse exister un
ARN messager senseur d'ATP chez P. aeruginosa. Concernant le systéme & deux composants
PhoP-PhoQ de P. aeruginosa, on sait qu'il répond & une carence en Mg?* (McPhee et al,
2006). La réponse au pH acide n'a pas été étudiée. Il est donc possible que I'expression de

MgtC (PA4635) soit régulée par ce systéme.
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2 Role (infra)macrophagique de MgtC et étude de la virulence dans

le modele Danio rerio

Le réle de MgtC dans la virulence se caractérise par son implication dans la croissance et la
survie infracellulaire. Les études ayant évalué ce réle chez différents pathogénes (S.
Typhimurium, S. Typhi, B. cenocepacia, B. suis, Y. pestis et M. tuberculosis) ont montré que
MgtC était nécessaire @ la survie intfra-macrophagique (Blanc-Potard and Groisman, 1997;
Buchmeier et al., 2000; Grabenstein et al., 2006; Lavigne et al., 2005; Maloney and Valvano,
2006; Retamal et al., 2009). Cette fonction de MgtC est donc trés conservée entre les
especes. In vivo, I'implication de MgtC dans la virulence a été démontrée dans des modéles
d'infection murins chez S. Typhimurium, B. cenocepacia et M. tuberculosis (Blanc-Potard and
Groisman, 1997: Buchmeier et al., 2000; Hunt et al., 2004). Le réle de MgtC dans la virulence in

vivo est donc également conservé entre les espéces étudiées.

2.1 Reéplication inframacrophagique et virulence dans le modele

d'infection d'embryons de Danio chez M. marinum

Bien que M. marinum et M. tuberculosis soit deux pathogénes qui partagent de nombreuses
similarités dans leurs caractéristiques de virulence, I'étude de MgtC de M. marinum a montré
gue la protéine ne contribuerait pas significativement a la réplication intramacrophagique,
ni & la virulence de la bactérie in vivo dans un modeéle d'infection d'embryons de danio. Ces
résultats sont donc en contradiction avec le réle de MgtC dans la virulence décrit pour M.
tuberculosis mais également pour les autres pathogénes pour lesquels |'implication de MgtC
dans la virulence a été étudié (Alix and Blanc-Potard, 2007).

Concernant l'absence de phénotype fort du mutant mgtC pour la réplication
inframacrophagique et pour l'infection d'embryons de danio plusieurs hypothéses peuvent
étre développées.

Tout d'abord, cela pourrait étre associé & la niche intracellulaire de M. marinum. Méme si M.
marinum et M. tuberculosis ont de nombreuses caractéristiques de virulence communes, les
deux pathogeénes présentent aussi des différences notables telle que la capacité de M.
marinum & promouvoir la formation d'une queue d'actine dans le cytoplasme,
probablement pour favoriser sa propagation de cellule a cellule (Stamm et al., 2003). Par
ailleurs, M. marinum est capable de s'échapper du phagosome de maniére rapide et
fréquente ce qui pourrait expliquer le manque de contribution de MgtC de M. marinum dans
la réplication inframacrophagique (Collins et al., 2009). Certaines études ont montré que M.
tuberculosis était également capable d'un tel échappement (Simeone et al., 2012; van der
Wel et al., 2007). Cependant, la rapidité et surtout la fréquence de ce type d'événement

serait trés probablement inférieur & ce qui se passe chez M. marinum. De plus, la contribution
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physiologique d'échappement du phagosome vers le cytosol reste controversée chez M.
tuberculosis (Welin and Lerm, 2012).

Ensuite, la divergence de phénotype pourrait étre liée au background génétique de M.
tuberculosis. En effet, le mutant mgtC pour lequel un défaut de réplication
inframacrophagique est observé a été construit dans un background Erdman (Buchmeier et
al., 2000). Une revue indique que des travaux non publiés (Smith, 2003) n'ont pas permis de
déceler un défaut de croissance intracellulaire pour un mutant mgtC construit dans le
background H37Rv. Or, il existe des différences de virulence entre ces souches. Certaines
études suggérent que la souche Erdman serait plus virulente que la souche H37Rv dans
certaines conditions (Dunn and North, 1995).

Par ailleurs, concernant M. marinum il existe également différents background génétiques qui
déterminent notamment le développement d'une pathologie aigle ou chronique chez le
Danio et donc une pathogénése différente (Van der Sar et al., 2004). Dans notre étude nous
avons utilisé la souche M qui est couramment utilisée en laboratoire et a I'origine d'infections
aigUes chez le danio. L'absence de phénotype du mutant mgtC de M. marinum dans le
modele d'infection d'embryons de danio pourrait donc étre associé au background
génétique utilise.

Malgré I'absence de phénotype clair du mutant mgtC chez I'embryon de danio en terme
de survie, la moindre charge bactérienne observée est associée & une absence de
neutropénie qui est un marqueur de sévérité de l'infection, suggérant une virulence moindre
du mutant mgtC. Le modéle danio était prometteur pour décortiquer le réle de MgtC lors
d'une infection mycobactérienne en temps réel, mais 'absence d'effet significatif sur la
virulence, probablement liée au manque de phénotype dans le macrophage, ne m'a pas
permis de mettre a profit tous les avantages du modéle. Cependant, il m'a permis de mettre

en évidence un nouveau phénotype qui sera décrit dans le paragraphe suivant.

2.2 Mise en évidence d'un nouveau rdle du facteur de virulence MgiC

dans la phagocytose en utilisant le modele Mycobacterium marinum

Dans la littérature, les études sur MgtC ne s'intéressent pas aux étapes précoces de
I'infection et notamment & la phagocytose. Chez M. marinum, bien que MgtC ne soit pas
indispensable & la réplication inframacrophagique, la protéine jouerait un réle dans la phase
précoce d'infection.

Dans le modéle d'infection d'embryons de danio, les neutrophiles ne phagocytent pas les
mycobactéries dans la circulation sanguine (Yang et al., 2012a) mais sont capables de
phagocyter E. coli dans le compartiment sous-cutanée (Colucci-Guyon et al., 2011). J'ai
montré que dans le compartiment sous-cutané, les neutrophiles étaient également capables

de phagocyter les mycobactéries.

201



De maniere inattendue, j'ai observé que le mutant mgtC est plus efficacement phagocyté
gue la souche sauvage par les neutrophiles dans le cas d'une infection sous-cutanée. Un
phénotype équivalent est observé dans différents modéles d'infection cellulaire de
macrophages. Ce phénotype semble spécifique des cellules phagocytaires puisque aucune
différence n'est retrouvée dans l'internalisation par des cellules épithéliales contrairement &
un mutant déficient en LOS qui montre clairement une augmentation de I'internalisation par
les macrophages et les cellules épithéliales. De plus, aussi bien les cinétiques de phagocytose
gue les infections de macrophages a 4°C, indiguent que MgtC ne joue pas un réle dans les
étapes initiales d'attachement des bactéries aux macrophages mais aurait un réle plus tardif
dans le processus d'internalisation. Enfin, des infections de macrophages menées en
présence d'un inhibiteur de polymérisation de l'actine, confirment que le phénotype est
associé a un processus actine dépendant.

Pour tenter d'élucider le mécansime d'action mis en jeu chez M. marinum, nous nous
sommes intéressés aux composants de la surface et de la paroi cellulaire mycobactérienne. |l
a été montré que des molécules tels que les LOS, PAT/DAT, DIM et PGL étaient capables de
moduler la phagocytose mycobactérienne (Astarie-Dequeker et al., 2010). La partie externe
riche en glycanes de la paroi cellulaire de M. tuberculosis peut servir de capsule
antiphagocytaire (Stokes et al., 2004). Cependant cet effet est limité par |I'association de la
bactérie aux macrophages contrairement a I'effet impliquant MgtC. Dans les cellules non-
phagocytaires, les phénotypes distincts des mutants mgtC et LOS indique gu'il semble peu
probable que les différences impliquent ces glycolipides. Concernant les PAT/DAT, leur
présence conditionne la licison et I'entrée de M. tuberculosis a la fois dans les cellules
phagocytaires et non-phagocytaires, profil qui difféere encore du phénotype observé avec le
mutant mgtC (Rousseau et al., 2003). L'analyse chromatographique par TLC des PAT/DAT des
souches sauvage et du mutant mgtC n'a pas révélé de difféerence entre elles dans les
conditions testées. En revanche, |'absence de DIM réduit I'internalisation de M. tuberculosis
par les macrophages en utilisant un processus dépendant de I'actine (Astarie-Dequeker et
al., 2009). Cependant, ici encore, I'analyse par TCL des DIM n'a pas permis de déceler de
différence entre les souches. Finalement, I'absence de différence dans les profils de TLC
pourrait étre imputé aux conditions expérimentales qui ne seraient peut-étre pas optimisées
pour détecter des difféerences quantitatives de ces lipides ou d'autres molécules de surface
qui pourraient étre impliquées. Une autre hypotheése serait que le phénotype de prise en
charge pourrait étre d0 @ un mécanisme déclenché par des voies de signalisation de
récepteurs phagocytaires et/ou par le traffic précoce sans modification notable de la
surface bactérienne.

Par ailleurs, il faut noter que ce phénotype de phagocytose ne se limite pas a M. marinum
comme le montre les résultats obtenus chez P. aeruginosa (voir paragraphe 2.3). Les résultats

obtenus chez M. bovis BCG suggérent également qu'il pourrait y avoir un phénotype similaire
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chez ce pathogéne (voir paragraphe 3.1.2). Cependant, le mécanisme d'action reste
inconnu & ce jour mais son étude serait trés bénefique pour la compréhension globale du
role et de la fonction précise de MgtC.

Les résultats obtenus avec le mutant mgtC de M. marinum sont schématisés dans le tableau
suivant. Malgré les phénotypes observés dans |'embryon de danio, il n'y a pas d'impact surla

survie de I'embryon.

Comportement du mutant mgtC de Mycobacterium marinum
par rapport a la souche sauvage

Macrophage Embryon de Danio rerio
Ex vivo In vivo
Phagocytose / /‘ phﬂgncﬁ_osg
/ {Meutrophiles)

Multiplication \‘ \ Charge bacteérienne

\ Neutropénie

= Survie de I'embryon

Tableau 4 — Comparatif des phénotypes observés pour le mutant mgtC de M. marinum par rapport a la

souche sauvage dans les modéles d’infection de macrophage et d’embryon de danio.

2.3 Subversion macrophagique chez Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est un pathogéne extracellulaire. Pourtant, il posséde une protéine MgtC dont
la fonction principale est de permettre la survie intracellulaire. La protéine MgtC de P.
aeruginosa étudiée est cependant phylogénétiquement proche de celles de pathogénes
intfracellulaires tels que S. Typhimurium ou M. tuberculosis. Cette proximité suggére donc une
fonction potentielle commune entre ce pathogéne extracellulaire et les pathogénes
infracellulaires. De plus une étape intracellulaire dans les cellules épithéliales des voies
aériennes pourrait avoir lieu lors de la phase aigle de l'infection avant la formation de
biofilms (caractéristique de la phase chronique de l'infection a Pseudomonas) (Garcia-
Medina et al., 2005; Sana et al., 2012).

Bien gu'il semblerait que quelques pathogénes extracellulaires cytotoxiques peuvent survivre
dans les macrophages aprés la phagocytose pour échapper au systéme immunitaire
(Geiger et al., 2012), le comportement intracellulaire de ces pathogénes est peu connu.

Les travaux auxquels j'ai contribué ont permis d'identifier MgtC comme un nouvel acteur
jouant un réle dans la phase intracellulaire du pathogéne extracellulaire P. aeruginosa,
vraisemblablement en favorisant sa résistance face a I'effet bactéricide du macrophage. En
ce qui me concerne j'ai essentiellement contribué a ce projet par I'étude du mécanisme mis

en jeu.
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La cytotoxicité de P. aeruginosa envers les cellules de mammiféres est liée a la production
d'exotoxines et de protéines effectrices injectées via le systéme de sécrétion de type 3 (T3SS).
Un mutant T3SS a le méme comportement que le mutant mgtC dans I'embryon de Danio, &
savoir, une atténuation dépendante de la présence de macrophages (Brannon et al., 2009).
Cependant, les phénotypes divergent dans un modéle cellulaire de macrophage. Alors que
le mutant mgtC est sensible & I'effet bactéricide des macrophages, le mutant T3SS ne |'est
pas. Nous proposons que le T3SS agisse vis-a-vis du macrophage (cytotoxicité) lorsque les
bactéries sont extracellulaires alors que le réle de MgtC est important lorsque les bactéries
sont dans le macrophage.

Le phénotype observé du mutant mgtC dans les macrophages n'est pas lié a une sensibilité
accrue au stress oxydatif qui est 'un des stress inframacrophagique majeur. Aucune
différence n'ayant été observée vis-a-vis du stress oxydatif, nous nous sommes intéressés & un
autre grand mécanisme de défense de I'hote contre les bactéries: la baisse de pH du
phagosome. C'est ce qui nous a permis de montrer que MgtC de P. aeruginosa était régulé
par le pH puisque I'abaissement de pH accentue fortement l'induction de mgtC observée
dans des conditions de carence en Mg?* (paragraphe 1.2).

Des expériences préliminaires de visualisation des bactéries dans les macrophages ont
monitré des bactéries localisées dans les compartiments acides des cellules (colocalisation
avec le marquage LAMP2). Nous n'avons pour le moment pas effectué de quantification qui
nous permettrait de distinguer la souche sauvage et le mutant mgtC vis-G-vis de leur
localisation dans le compartiment acide.

D'une facon trés intéressante, I'ajout d'un inhibiteur de la V-ATPase (Bafilomycine Al), dont
I'effet est de limiter I'acidification du phagosome, supprime la différence de phénotype
entre la souche sauvage et le mutant mgtC. Les deux souches deviennent aussi sensibles
I'une que I'autre a I'effet bactéricide des macrophages. On cbserve deux effets :

(1) une augmentation de la sensibilité de la souche sauvage. Ceci pourrait étre dO au
fait que I'acidification contribue & I'expression de génes importants pour cette étape
inframacrophagique. J'ai montré que mgtC serait un de ces génes car son induction
est potentialisée par le pH. En cohérence avec cela, |'expression de mgtC dans les
macrophages est diminuée aprés ajout de Bafilomycine.

(2) une diminution de la sensibilité du mutant mgtC. Bien que, in vitro, le mutant mgtC ne
semble pas étre plus sensible que la souche sauvage au stress acide, ex vivo,
I'acidification phagosomale contribue & une élimination accrue du mutant mgtC.

Les expériences d'infection de macrophages ont également mis en évidence un phénotype
dans la phagocytose. Comme cela a été montré chez M. marinum, la phagocytose du
mutant mgtC de P. aeruginosa est augmentée.

L'ensemble de ces résultats a permis de mettre en évidence un réle de MgtC dans la

subversion macrophagique par P. aeruginosa dans un modéle d'infection aigué.
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Un paralléle entre les protéines MgtC de S. Typhimurium, pathogéne intracellulaire et P.
aeruginosa, pathogéne extracellulaire est résumé dans la figure 45. Chez S. Typhimurium,
I'acidification phagosomale contribuerait & I'expression de la protéine MgtC via une

augmentation du niveau d'ATP cytoplasmique (Lee and Groisman, 2012; Lee et al., 2013aq).

L Adaptation to magnesium depletion |

Induction of mgtC gene

I

Promaotion of growth in liguid medium

Limitation of
biofilrm formation

Extracellular pathogen
Pseudomonas aeruginosa

Intracellular pathogen
Salmonella Typhimurium

Phagosome
acidification

Induction of mgtC gene
Bacterial Bacterial
intramacrophage resistance to
replication macrophage killing

Macrophage subversion

Figure 45 — Schéma comparatif de la subversion macrophagique entre pathogénes intracellulaire et

extracellulaire.
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3 Propriétés anti-virulence de peptides membranaires

3.1 MgiR comme potentielle molécule thérapeutique dans les infections a

P. aeruginosa et mycobactériennes
MgIR est un peptide membranaire identifieé chez S. Typhimurium pour réguler négativement
le facteur de virulence MgtC par interaction directe, ce qui favoriserait sa dégradation par
une protéase FtsH. Bien qu'aucun homologue de MgtR ne soit connu & ce jour, nous avons
cherché & utiliser MgtR comme potentielle molécule antagoniste de MgtC de P. aeruginosa

et des mycobactéries. Notre objectif était de tester les propriétés « anti-virulence » de MgiR.

3.1.1 Interactions MgiR/MgtC

Chez S. Typhimurium (St), le 4¢me domaine transmembranaire (TM4) et la boucle entre les
domaines TM3 et TM4 de MgtC ont été impliqués dans l'interaction avec MgiR. De maniére
plus spécifique, les motifs Ala-coil présents dans MgiR et dans le domaine TM4 de MgtC,
joueraient un réle dans cette interaction.

Une analyse de l'interaction entre MgtR et MgtC de M. tuberculosis (MgtC Tb) a été réalisée
en utilisant uniquement le domaine TM4 de MgtC (Jean-Francois et al.,, 2014). Nous avons
évalué l'interaction in vivo de MgiR avec les protéines entiéres de M. tuberculosis, de M.
marinum et de P. aeruginosa grdce & un systéme de double hybride bactérien (BACTH)
(figure 46). Le peptide MgIR interagit de maniére significative avec les protéines MgtC de M.
tuberculosis et de P. aeruginosa. En revanche, le peptide n'interagit pas avec MgtC de M.
marinum (MgtC Mma) ce qui est surprenant si on considére la conservation du domaine TM4
chez ce pathogene. Cela suggere que linteraction MgiR/MgtC Tb pourrait impliquer
d'autres résidus que ceux présents dans le domaine TM4. Une hypothése alternative serait
que la topologie de la protéine MgtC Mma pourrait étre différente de celle de MgtC Tb et
étre inadaptée pour I'analyse BACTH. Aucune de ces deux hypothéses n'a été testée

expérimentalement.

Interaction Interaction Interaction Interaction
MgtC/MgtR MgtC/MgtR MgtC/MgtR MgtC/MgtR

Salmonella Mycobacterium Pseudomonas
imurium tuberculosis oeruginosa

Figure 46 — Interactions MgtR/MgtC de différents pathogénes.

cobacterium
marinum
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L'interaction de MgiR/MgtC Tb a été comparée a linteraction MgtR/MgtC St. Bien que
I'interaction MgtR/MgtC Tb soit moins forte qu'avec MgtC St, I'ampleur de l'interaction reste
similaire. Cependant, les interactions moléculaires semblent différer puisque des mutations du
motif Ala-coil de MgtR ont un effet mineur sur l'interaction avec MgtC Tb en comparaison
avec ce qui a été décrit avec MgtC St ou I'interaction est abolie par mutagénése d'un seul
résidu du motif. Ceci pourrait étre imputé a la plus faible force d'interaction avec MgtC Tb.
Cependant, il serait intéressant de tester l'interaction avec une friple mutagénése du motif
Ala-coil de MgiR. En effet, seules des mutagénéses simples ont été réalisées. Il est possible
que malgré une interaction un peu moins forte avec MgtC Tb, le motif Ala-coil de MgiR soit
nécessaire dans son intégralité pour une interaction optimale.

Par ailleurs, nos expériences de mutagénése menées sur le motif Ala-coil de MgtC Tb ne nous
permettent pas de valider I'un ou I'autre des modéles structuraux proposés pour l'interaction
de MgiR avec le domaine TM4 de MgtC Tb. En effet, les interactions restent similaires en
présence des deux mutations effectuées pour tester I'un et I'autre des modéles. L'hypothése
déja émise ci dessus que d'autres domaines TM pourraient étre impliqués dans l'interaction,

pourrait expliquer ce résultat.

3.1.2 Expression hétérologue de MgiR chez les mycobactéries et chez
Pseudomonas aeruginosa et effetanti-virulence

Chez Salmonella, I'expression de MgtC est trés finement régulée et la transcription du géne
mgtC est trés importante en condition d'induction telle que la carence en magnésium.
Cependant, la quantité de protéine MgtC reste faible et MgiR a donc été proposé comme
un régulateur négatif important pour prévenir un exceés de protéine MgtC (Alix and Blanc-
Potard, 2008; Lee and Groisman, 2010). Chez M. tuberculosis, la transcription du gene mgtC
en conditions d'induction reste limitée et I'expression de MgtC est plutét basse (Yang et al.,
2012b).
Mon objectif initial était d'étudier I'effet « anfti-virulence » de MgtiR chez la bactérie
pathogene M. marinum et d'utiliser les modeles d'infection que j'utilisais pour I'analyse du
mutant mgtC de M. marinum. Du fait de I'absence d'interaction entre MgiR et MgtC Mma
dans le systéme BACTH, je me suis concentrée sur I'étude de MgtC Tb. J'ai utilisé pour les tests
de virulence, la bactérie M. bovis BCG qui n'est pas le modéle le plus pertinent mais qui a
régulierement été ulilisé pour décrypter certains aspects de la pathogenése
mycobactérienne. De plus, M. bovis BCG posseéde une protéine MgtC strictement identique
a celle de M. tuberculosis. Il serait tout de méme important de tester les effets chez M.
tuberculosis. Pour simplifier, je nommerai MgtC Tb la protéine MgtC de M. bovis BCG.
Chez les mycobactéries, MgtC est impliqué dans la phagocytose (Belon et al., 2014) et dans
la réplication intframacrophagique (Buchmeier et al., 2000). Nous avons pu monitré que la

souche de M. bovis BCG dans laquelle MgtR a été exprimé, présente des phénotypes
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similaires & ceux de mutants mgtC de mycobactéries. En effet, dans un modeéle d'infection
cellulaire de macrophage, la souche exprimant MgiR présente une diminution de la survie
inframacrophagique et une augmentation de la phagocytose. Par extrapolation, la protéine
MgtC de M. tuberculosis, qui est strictement identique & celle de M. bovis BCG, pourrait
également étre responsable d'une limitation de la phagocytose du pathogéne.

Chez §. Typhimurium, bien que le mécanisme qui conduit a la dégradation de MgtC St reste
inconnu, une modification de la conformation de MgtC St sous I'effet de l'interaction avec
MgtR pourrait faciliter I'accés a une protéase FisH. La protéine MgtC Tb ne semble pas
soumise & une dégradation lors de I'expression du peptide MgiR puisque qu'aucune
différence dans la quantité de protéine provenant de souches exprimant MgiR n'a été
montrée par une analyse de Western blot. Cette différence pourrait étre associée a la
différence d'interaction moléculaire entre MgiR et MgtC St ou MgtC Tb qui pourrait induire
des changements conformationels divers.

L'effet de MgtR sur la protéine MgtC Tb n'étant pas la dégradation de la protéine, nous
avons émis I'hypothése que MgiR pourrcit interférer dans des interactions de type
protéine/protéine. Des expériences d'interaction utilisant le systéme de double hybride
bactérien ont montré que MgtC Tb pouvait dimériser (Yang et al.,, 2012b). Dans un premier
temps, nous avons essayé de réadliser des expériences de ftriple hybride bactérien pour
évaluer I'effet de MgtR de maniére endogéne, mais sans succes. Nous n'avons jamais reussi
a cloner les génes mgtR et mgtC dans un méme vecteur. Nous avons émis I'hypothése que
MgiR pouvait étre toxique pour la bactérie dans les conditions expérimentales utilisées.
Cependant, nous avons montré que |'gjout de peptide synthétique MgiR de maniére
exogéne permettait d'interférer dans la dimérisation de MgtC Th. Bien que l'interaction
protéine-protéine soit perturbée par ajout de peptide synthétique, elle n'est pas pour autant
supprimée. Des expériences préliminaires indiquent cependant que |'effet de MgiR serait
dose-dépendant mais le peptide est ajouté dans le milieu & des concentrations relativement
importantes et la quantité de peptide quis'insére a la membrane pour interagir avec MgtC
est inconnue.

Puisque MgiR est capable d'interférer dans la dimérisation de MgtC, il est envisageable que
MgIR puisse interférer dans les interactions de MgtC avec d'autres protéines. C'est dans ce
contexte que nous avons étudié l'interaction de MgtC Tb avec la protéine AtpB (sous-unité
de la F-ATP synthase) connue pour interagir avec MgtC St (Lee et al., 2013a). Cependant,
aucune interaction n'a été détectée entre MgtC Tb et AtpB Tb dans un systéme de double
hybride bactérien (A. Blanc-Potard). L' ATP synthase étant composée de plusieurs sous-unités,
il est possible que l'interaction in vivo soit dépendante de la présence du complexe. Par
ailleurs, des différences pourrait exister dans le (ou les) partenaire(s) interagissant avec MgtC

entre les différentes espéces.
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De la méme maniére, une souche sauvage de P. geruginosa exprimant le peptide MgiR a
été construite et mime les phénotypes de virulence du mutant mgtC de P. aeruginosa. En
effet, la souche exprimant MgiR est atténuée dans un modéle d'infection d'embryon de
danio. Dans un modéle d'infection cellulaire de macrophage, la phagocytose est
augmentée tout comme I'élimination inframacrophagique. Une souche contréle a été
construite en exprimant le peptide MgiR dans le mutant mgtC pour évaluer siles phénotypes
observés étaient dépendants de l'interaction spécifiqgue de MgiR avec MgiC Pa. Aucun
effet additionnel n'ayant été observé pour cette souche contréle par rapport au mutant
mgtC, cela indique que les phénotypes observés sont bien dépendants de l'interaction
MgiR/MgtC Pa.

La figure 47 résume les effets « anti-virulence » par expression hétérologue de MgtR chez M.

bovis BCG et P. aeruginosa.

Extracellular pathogen
Pseudomonas aeruginosa

Intracellular pathogen
M. tuberculosis / M. bovis BCG

Phagocytosis Phagocytosis

Interacthon
MgtC/MELR

R

interaction
Mt/ Meth

@ ) Bacterial Bacterial
I intramacrophage resistance to
replication macrophage killing

Figure 47 — Effets « anti-virulence » par expression hétérologue de MgtR chez M. bovis BCG et P.

aeruginosa.

Les effets « anti-virulence » ont été observés aprés expression endogéne de MgiR. A terme,
I'objectif serait d'avoir une molécule inhibitrice agjoutée de facon exogéne. Du peptide
synthétique a déja pu étre utilisé dans le cadre d'expériences de BACTH mais une synthése
plus importante permettra d'effectuer des tests avec du peptide ajouté de maniéere

exogene dans les expériences d'infection.

3.2 Applications: utilisation de peptides synthétiques comme adjuvant des

fraitements antibiotiques
Un des objectifs de mon travail de thése était d'envisager MgtC comme cible thérapeutique.
Un premier aspect abordé a été de mettre a profit I'interaction décrite entre MgtC et la FiFs
ATP synthase chez S. Typhimurium et la disponibilité de drogues anti-ATP synthase chez M.
tuberculosis.
La FiFe ATP synthase mycobactérienne est d'ores et déja validée comme cible anti-

tuberculeuse (Andries et al., 2005). La Bedaquiline (TMC207) est une drogue anti-
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tuberculeuse membre de la classe des diarylquinolines qui cible cette enzyme et qui a
specifiquement été approuvée par la Food and Drug Administration (FDA) américaine pour
le traitement de la tuberculose multirésistante. Malgré une efficacité prouvée, cette drogue
s'accompagne de nombreux effets indésirables (Andries et al., 2005; Khan et al., 2013; Koul
et al.. 2007; Matteelli et al., 2010; 2012, 2013). Trés réecemment, une étude a présenté de
nouveaux inhibiteurs sélectifs de I'ATP synthase mycobactérienne actifs contre M.
tuberculosis et non cytotoxiques (Singh et al., 2015).

Nous avons mis a profit le mutant mgtC de M. marinum pour tester sa sensibilité a la
bédaquiline par rapport a celle de la souche sauvage (collaboration avec N. Veziris INSERM
U1135 — CIMI). Aucune différence n'a été observée mais il serait pertinent de répéter les
expériences en condition de carence en Mg?* et avec d'autres inhibiteurs sélectifs.
L'ensemble de ces données conforte notre projet de cibler le facteur de virulence MgtC
puisque chez Salmonella, il a été montré que sa fonction était de réguler négativement cette
ATP synthase bactérienne (sous réserve que chez les mycobactéries et chez Pseudomonas,
MgtC interagisse aussi avec I'ATP synthase).

Les deux approches ont pour conséquence la perturbation de I'homéostasie de |I'ATP mais la
stratégie que nous proposons différe de celle décrite pour I'inhibiteur. Alors que les molécules
inhibent I'ATP synthase mycobactérienne, nous voulons au contraire bloquer la régulation
négative de I'ATP synthase en inhibant MgtC par des antagonistes naturels & large spectre
d'action.

De plus, malgré le fait que les peptides hydrophobes soient particulierement difficiles &
manipuler, I'ensemble des résultats obtenus, & la fois chez P. aeruginosa et chez les
mycobactéries, est une preuve supplémentaire de la pertinence dans le choix de MgtC en
tant que nouvelle cible thérapeutique dans le cadre d'une stratégie anti-virulence et le
criblage d'autres molécules pourrait fournir des inhibiteurs potentiels plus simples & manipuler.
De maniére générale, certains obstacles s'opposent encore a ['utilisation de peptides anti-
microbiens comme molécule thérapeutique. Tout d'abord, ces peptides, qui ont une demi-
vie courte in vivo, pourraient perdre leur activité dans des conditions physiologiques. Ensuite,
ils ont généralement une taille supérieure & celle des antibiotiques classiques. Enfin, leur
hydrophobicité (Ryan et al., 2013) est un phénomeéne qui pourrait entré&ver les applications
clinigues. Malgreé tout, des stratégies sont mises en oeuvre pour générer des peptides avec
de meilleures activités anti-microbiennes et surmonter ces obstacles (Teng et al., 2015; Wan
et al., 2013).

Dans la lutte contre la tuberculose, la combinaison de drogues anti-mycobactériennes avec
des peptides anti-mycobactériens permet de prévenir la résistance aux drogues et
d'augmenter |'action bactéricide (Devocelle, 2012; Li et al., 2012; Yan et al., 2013). Bien que
ces stratégies soient récentes, |'utilisation de peptides synthétiques comme adjuvant des

traitements antibiotiques semble étre trés prometteuse.
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vV CONCLUSION

Une conclusion, c'est quand vous en avez assez de penser.

H. A. L. Fisher
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A I'heure actuelle, parmi les nouvelles stratégies thérapeutiques développées pour contrer
I'émergence et la propagation des résistances aux antibiotiques, certaines ont pour but de
cibler la virulence bactérienne. Pour cela, deux aspects doivent étre envisagés, d'une part,
trouver une cible pertinente, d'autre part, développer des molécules thérapeutiques
efficaces.

Mes travaux de thése reposent sur cette approche innovante. En effet, je me suis intéressée
au facteur de virulence MgtC afin de valider cette protéine comme cible potentielle dans le
cadre d'une stratégie anti-virulence. Pour cela, j'ai étudié le réle et la régulation de MgtC
chez des pathogénes majeurs, les mycobactéries et Pseudomonas aeruginosa.

MgtC est impliqué dans la survie inframacrophagique de nombreux pathogénes
intfracellulaires. Chez Salmonella I'expression de la protéine MgtC est trés finement régulée.
L'aspect fondamental de mes recherches m'a permis de mettre en évidence un nouveau
réle de MgtC dans la phagocytose. J'ai également contribué a une étude sur le réle de
MgtC chez un pathogene extracellulaire, P. aeruginosa. Dans cette étude, j'ai abordé la
régulation de MgtC dans les macrophages et cherché & décrypter la contribution
infracellulaire de MgtC. L'ensemble des résultats obtenus a permis de découvrir un réle non
suspecté de MgtC & une étape précoce de l'infection macrophagique et de montrer que,
d'une facon inattendue, MgtC joue un réle lors d'une étape inframacrophagique chez P.
aeruginosa. Ces travaux constituent donc une avancée dans la compréhension des
fonctions de virulence impliquant MgtC.

Une seconde partie de mon fravail de thése repose sur I'étude d'un peptide naturel
antagoniste de MgtC. Il s'agit de MgtR dont j'ai évalué les potentialités anti-virulence chez
les mycobactéries et P. aeruginosa. Des résultats trés prometteurs ont été obtenus avec la
mise en évidence de propriétés « anti-virulence » du peptide MgiR, dont I'expression mime
les phénotypes observés suite a I'inactivation du géne mgtC. Cependant, les expériences
ont été réalisées en utilisant du peptide exprimé de maniére endogene par les bactéries et
I'objectif futur est d'avoir une molécule exogéne efficace. Malgré les contraintes techniques
qu'entrainerait |'utilisation exogéne de ce type de molécule, les résultats obtenus confirment
le choix de cibler le facteur de virulence MgtC et nous encouragent & envisager d'utiliser
MgiR ou d'autres molécules inhibitrices de MgtC pour développer de nouvelles molécules

thérapeutiques.
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RESUME

Réle du facteur de virulence MgtC chez les mycobactéries et Pseudomonas aeruginosa et son inhibition
par un peptide naturel

La résistance aux antibiotiques est un probléme majeur en santé publiqgue qui méne & développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques, notamment en ciblant des facteurs de virulence bactériens. MgtC
est un facteur de virulence impliqué dans la survie intfra-macrophagigue chez plusieurs pathogénes
infracellulaires. La protéine MgtC est également présente chez le pathogéne extracelulaire
Pseudomonas aeruginosa. De plus, un peptide MgtR a été identifié comme étant un antagoniste
naturel potentiel de MgtC.

Pour étudier le réle de MgtC dans la virulence des mycobactéries, j'ai analysé un mutant mgtC de
Mycobacterium marinum dans les modéles d'infection d'embryons de danio et de macrophages en
culture. Cela a permis de mettre en évidence un nouveau réle de MgtC au niveau de I'étape de
phagocytose qui est augmentée avec le mutant mgtC. Chez P. aeruginosa, nous avons moniré gu'un
mutant mgtC est atténué dans I'embryon de danio et présente une sensibiité accrue & I'action
bactéricide du macrophage. Par qilleurs, j'ai montré que les génes mgftC de M. marinum et de P.
aeruginosa sont régulés par le magnésium. De plus, I'expression de mgtC de P. aeruginosa est
fortement induite dans les macrophages.

Enfin, concernant les propriétés antagonistes de MgiR, des souches de Mycobacterium bovis BCG ou
de P. aeruginosa exprimants mgiR semblent se comporter de la méme maniére que les mutants mgtC,
suggérant des propriétés anti-virulence prometteuses pour MgiR et confirmant le choix de MgtC en tant
que cible dans le cadre d'une stratégie anti-virulence.

ABSTRACT

Role of MgtC virulence factor in mycobacteria and Pseudomonas aeruginosa and its inhibition with a
natural peptide

Antibiotic resistance is a major problem in public health, which leads to develop new therapeutics
strategies, including strategies targeting bacterial virulence factors. MgtC is a virulence factor involved
in inframacrophage survival in several infracellular pathogens. MgtC protein is also present in
extracellular pathogen Pseudomonas aeruginosa. Moreover, a peptide MgtR has been identified as a
potential and natural antagonist of MgtC.

To study the role of MgtC in mycobacterial virulence, | have analysed a Mycobacterium marinum mgfC
mutant in zebrafish embryo and macrophage infection models. This approach allowed us to uncover a
new role of MgtC in phagocytosis, which is increased with mgtC mutant. In P. aeruginosa, we have
shown that a mgtC mutant is attenuated in zebrafish embryos. In ex vivo experiments, mgtC mutant is
more sensitive to macrophage kiling. In pardllel, | have shown that M. marnum and P. aeruginosa
mgtC genes are regulated by magnesium. In addition, expression of P. aeruginosa mgtC is highly
induced in macrophages.

Finally, regarding MgtR antagonistic properties, Mycobacterium bovis BCG or P. aeruginosa strains
expressing mgfR appear to mimic the behaviour of mgtC mutants, suggesting promising anti-virulence
properties for MgtR and supporting the choice of MgtC as a suvitable target of an anti-viulence
strategy.
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