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Avant-propos

Cette thése a été financée entierement par une bourse obtenue auprés de
I’'Université de Lille, sous la responsabilité de I'Ecole Doctorale Biologie Santé de Lille
(« allocation de recherche »). Ce travail est le fruit d’'une collaboration entre le
laboratoire de Transcriptomique et de Génomique Appliquée de Lille, du laboratoire des
Infections Respiratoires Bactérienne : Pertussis et Tuberculose de Lille, le laboratoire de
Controle Post-Transcriptionnel de I'Expression des génes de Prague, et du Groupe de
Biochimie Théorique de Vienne.

Ce travail a été initié par le Dr. David Hot, travaillant sur la régulation
transcriptomique de I'agent pathogéne Bordetella pertussis. Le projet du transcriptome
primaire a débuté peu de temps avant mon arrivée en laboratoire, a la suite d’une étude
ayant permis la détection de 13 ARN régulateurs (Hot et al. 2011). J’ai initié mon travail
au laboratoire durant mon année de Master 2, avec pour projet scientifique de détecter
de nouveaux transcrits potentiellement régulateurs chez Bordetella pertussis.

La continuité de mon projet m’a donné la possibilité de bénéficier d’'un échange
scientifique entre mon laboratoire et I'équipe du Dr. Branislav Vecerek a Prague. J'ai
ainsi pu aller pendant 2 mois a Prague afin d’apprendre des techniques de biologie
moléculaire non maitrisées dans mon équipe. Ce programme d’échange a été une
expérience riche a la fois au niveau professionnel que personnel.

Les travaux décrits dans cette these ont été valorisés sous la forme d’un poster que
j’ai été présenté au 5éme congres international « Regulating with RNA in bacteria and
Archaea » a Séville en mars 2018. Enfin mes travaux ont permis d’aboutir, au moment
de la rédaction de cette these, a la publication d’un article dans le journal RNA
Biology intitulé « Primary transcriptome analysis reveals importance of IS elements for
the shaping of the transcriptional landscape of Bordetella pertussis » (RNA Biol. 2018 May
18:1-9. doi: 10.1080/15476286.2018.1462655) sur laquelle je suis en co-premier auteur
avec Fabian Amman. Cet article de recherche correspond aux travaux du chapitre 1 et
du chapitre 3 des résultats et discussions décrits dans cette these.



Résumé

Bordetella pertussis, |'agent responsable de la coqueluche, provoque prés de 200000
morts par an dans le monde. Malgré une forte couverture vaccinale, une réémergence
de la maladie a été observée dans les pays développés, liée en partie a une adaptation
a la pression vaccinale. Les souches capables d’échapper a la réponse immunitaire
montrent des réarrangements génomiques importants, provoqués par des éléments
génétiques mobiles (IS) présents en plus de 230 copies, qui pourraient impacter sur la
transcription des génes et ARN régulateurs du pathogene.

Pour élucider I'impact des IS sur le transcriptome global de Bordetella pertussis, nous
avons d’abord déterminé le transcriptome codant et non-codant du pathogéne par des
approches de séquencage d’ARN couplées a des prédictions bioinformatiques. Cette
étude a permis d’identifier les structures codantes mono- et polycistroniques, incluant
des structures régulatrices telles que des riboswitches, un excludon et de longs 5’ et
3’UTR chevauchants. Une cartographie de candidats ARN régulateurs non-codant a été
édifiée a partir de nouveaux transcrits localisés en régions intergéniques (IGR) et de
transcrits orientés en antisens de séquences codantes. Des prolongements de
transcriptions des IS ont été observés, prenant leur origine de promoteurs internes a I'lS
ou formés par insertion de celles-ci. Ces transcrits sont spécifiques d’une souche a
I'autre du pathogene, et s’orientent en sens ou en antisens des génes environnant, ou
dans des IGR. Le potentiel caractere régulateur de ces transcrits a été étudié par la
caractérisation et I’étude du mode d’action d’'un ARN régulateur, BPnc264, orienté en
antisens du géne de virulence fim2.

Mots-clés : Bordetella pertussis, Séquence d’insertion, Transcriptome primaire, ARN
régulateurs, ARN non-codant



Study of the coding and non-coding primary transcriptome of
Bordetella pertussis, characterization of the impact of insertion
sequences

Summary

Bordetella pertussis, the causative agent of whooping cough, is responsible of more than
200000 deaths worldwide. Despite a high vaccine coverage in developed countries, a
reemergence of the disease has been observed, which is in part linked to vaccine-
pressure. Strains able to evade vaccine-induced immunity show high genome
organization rearrangements, essentially due to mobile genetic elements (IS) present in
more than 230 copies, which could impact on messenger and regulatory transcription
of the pathogene.

To assess the impact of IS on the global transcriptome of Bordetella pertussis, we first
determined the coding and non-coding primary transcriptome by a combination of
differents RNA-sequencing approaches and predictive bioinformatics analysis software
packages. We identify mono- and polycistronic coding structures, including regulatories
structures like riboswitches, excludon, and long overlapping 5 and 3’UTR. A list of
candidates regulating transcripts (small RNA) has been mapped from new transcripts
located in intergenic regions (IGR) and transcripts oriented in antisense of annotated
coding sequences. Extended transcriptions emerging from IS elements have been
observed, originating from internal promoters or newly formed promoters by insertion
in a specific genomic region. Those transcripts can extend in sense or in antisense of the
flanking gene, or in IGR. The regulatory function of those transcripts has been studied
from the characterization and the mode of action of an extended regulatory RNA,
BPnc264, oriented in antisense of the virulence gene fim2.

Key-words : Bordetella pertussis, Insertion Sequence, Primary transcriptome, small RNA,
regulatory RNA
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Abréviations

Abréviation Signification Abréviation Signification
Régi traduit 5'ou 3'd'ARN
5 /3" UTR cglon non tradufte en > ou L/M Marqueur de taille
messager
S'RACE Ampllf!cat|on 'raplde des extrémités 5' d'ADN LOS Lipooligosaccharides
complémentaire
A/T/G/C Adénine / Thymidine / Guanine / Cytosine LPS Lipopolysaccharides
ADN Acide Désoxyribonucléique M/ mM Molaire / millimolaire
Condition de culture liquid & d
ADNg / ADNc ADN génomique / ADN complémentaire Mg ondition de cu Iu‘re 'quide en presence de
sulfate de magnésium
Am Ampliciline MgSO, Sulfate de magnésium
ARNmM ARN messager NaOH Hydroxyde de Sodium
ARNF ARN ribosomique NCES Eltude des encéphalopathies nationnales de
I'enfant
ARNt ARN de transfert Nt Nucléotide
ARNtm ARN transfert-messager oMS Organisation Mondiale de la Santé
Adéni Thymidi G i Cytosi
ATP/CTP/GTP/TTP ‘enme/ ymidine / Guanine / Cytosine PAMPs Motifs moléculaires associés aux pathogénes
TriPhosphate
BG Milieu de culture solide Bordet-Gengou Pb/kb Paire de bases / Kilopaires de bases
BPREXXX Bordetella pertussis ARN non codant numéro pel Purification au Phénol-Chloroforme-Isoamyl
XXX Alcool
Bordetell rtussis Toh I résistanta |
BpSM / SM orcetefia ;.)e ussis fohama fresistant a fa PCR Réaction en chaine par polymérase
streptomycine
BPtXX Bordetella pertussis ARNt numéro XX Phyb Promoteur hybride
P teur de I’ARN del
Bvg+ / Bvgi / Bvg- Phase de géne de virulence de Bordetella +/i/- Pin romoteurde Mmessager de fa
transposase des IS
BvgA / BvgS / BvgR Actlvateur/Senseur/ Répresseur de génes de P Promoteur de I’ARN régulateur des ARNm de
virulence de Bordetella la transposase des IS
BvgA-P / RisA-P BvgA ou RisA phosphorylé p-val Probabilité d'hypothese nulle
CDC Centre de Contrble des Maladies gRT-PCR Réaction de RT-PCR quantitative
c-di-GMP Dicyclique GMP RBS Séquence de fixation du ribosome
Cm Chloramphenicol Rec Domaine Receveur
Activat S Ki du Régulat
ct Cycle Seuil de gRT-PCR RisA / RisS / RisK ctivateur / Senseur / Kinase du Régulateur
Intracellulaire de la réponse au Stress
Do Densité Optique RNA-IN ARN messager du gene de la transposase de
1'IS10
DTap Vaccin acellulaire anti diphtérie-tétanos- RNA-OUT ARN régulateur transcript en antisens du RNA-
coqueluche IN
DTwWP Vaccin a germe entier anti diphtérie-tétanos- rpm Rotation par minute
coqueluche
EMSA Retard sur gel RT-PCR F’CRa partir de produits de transcription
inverse
ETS Espaceur transcriptionnel externe SAH S-Adénosylhomocystéine
E-Value Valeur de confiance E SAM S-Adénosylméthionine
. Amorce Sens / Antisens (Géne, Transcrit, IS, .
F/R (g/t/is/s/c Sm Streptomycine
/R (g/t/is/s/c) Geéne sens, Candidat) P v
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H Heure Thi/Th2/Thi7 Réponse Immunlta_lr_e _st|mulant les
lymphocytes T auxilliaires de type 1, 2 ou 17
Facteur de I'Hote de I'ARN du bactérioph
Hfg Qch eurdefriote de ubacteriophage TPP Thiamine PyroPhosphate
HK Domaine Histidine Kinase TSS Site de départ de transcription
Hpt Domaine Histidine Phosphotransmetteur u Unité
18G Immunoglobuline G UA Unité Arbitraire
1S Séquence d'insertion vag Géne activé en phase de virulence
ITS Espaceur transcriptionnel interne VFT Domaine Vénus-Fly Trap
Kcal/mol Kilocalorie par moles vol Volume
KDa Kilodalton vrg Géne réprimé en phase de virulence
Km Kanamycine AACE Différence entre deux souches de la

différence de Ct



Contributions

La majorité des résultats présentés dans cette theése sont issus d’expériences que j’ai
pu réaliser moi-méme au sein de mon laboratoire. Cependant, I'analyse du
transcriptome primaire de Bordetella pertussis est un projet qui a été initié avant mon
arrivée au laboratoire de Transcriptomique et de Génomique Appliquée par les Dr. David
Hot, Branislav Vecerek et Fabian Amman. Certains travaux présentés dans cette these
sont donc des résultats obtenus soit par des membres de mon équipe, soit par des
collaborateurs.

Pour le premier chapitre des résultats, les ARN ont été séquencés en séquencgage
différentiel et profond par Ludovic Huot. Les données obtenues ont été analysées par
notre collaborateur Fabian Amman de Vienne qui a développé le cheminement de
traitement des données afin de prédire les structures mono- et polycistroniques
(Chapitre 1) et les nouveaux candidats ARN régulateurs (Chapitre 2). Mon travail a donc
été d’analyser les données générées, de valider ces prédictions par des expériences
biologiques et de déterminer le caractere des transcrits prédits. Les TSS prédits chez
Bordetella pertussis en phase Bvg* ont également été prédits par Fabian Amman, ainsi
que la prédiction des motifs -10 et -35 des promoteurs. Les riboswitches prédits par
Infernal ont été déterminés par Rudy Antoine et les transcrits dits « leaderless » ont été
déterminés par David Hot. Les TSS ont été validés par 5’'RACE en séquencage a Haut
Débit par Peggy Bouquet.

Dans le deuxieme chapitre des résultats, Fabian Amman a également déterminé la
répartition des prédictions d’ARN régulateurs indépendant chez I'ensemble des
Burkholdériales. Les logiciels SIPHT, NAPP et RNAz ont été appliqués sur le génome de
Bordetella pertussis a la fois par notre laboratoire (David Hot), par notre collaborateur
de Prague (Branislav Vecerek) et notre collaborateur de Vienne (Fabian Amman).

Enfin, concernant le troisieme chapitre des résultats, la répartition des I1S481 parmi
21 souches de Bordetella pertussis a été déterminée par notre collaborateur Rudy
Antoine. La validation des départs de transcription par 5’RACE en séquengage a Haut
Débit dans les chapitres 3 et 4 a été réalisée par ma collegue Peggy Bouquet.
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I. Réémergence de la coqueluche : Des facteurs multiples

Selon I'Organisation Mondial de la Santé (OMS), les maladies transmissibles sont
I"'une des causes majeures de mortalité. Parmiles 57 millions de décés recensés en 2015,
I’'OMS a comptabilisé 12 millions de cas mortels de maladie transmissible et dont 3,2
millions dus a des maladies infectieuses respiratoires, les classant en tant que maladies
transmissibles les plus mortelles (WHO, 2017). Elles comprennent de graves maladies
comme la tuberculose, la rubéole, la rougeole, ou encore la coqueluche. Cette dernieére,
appelée « pertussis » en anglais, est une maladie infantile, causée par une bactérie
pathogéne du nom de Bordetella pertussis, responsable de violentes toux pouvant
persister plusieurs semaines (Kuchar et al., 2016). Elle infecte les cellules épithéliales
ciliées du tractus respiratoire inférieur, ce qui entraine une sécrétion de mucus
abondante, et cause des toux spasmodiques prononcées (Figure 1) (Soane et al., 2000).
Les individus en bas age, encore en apprentissage de la déglutition, peuvent dans
certains cas s’étouffer par obstruction du systeme respiratoire, entrainant la mort
(Paddock et al., 2008).

1. Description de la maladie

i. Découverte de Bordetella pertussis

La premiére description de la coqueluche date de 1578, par Guillaume de Baillou,
qui établit une premiere description clinique de quintes de toux virulentes aprés une
épidémie d’un violent rhume sévissant a Paris (Guiso, 2006). Il appel cette maladie tussis
quinta ou encore tussis quintana, et la relie a une maladie affectant préférentiellement
les individus en bas age. En 1679, Thomas Sydenham donne le premier nom latin de
I’'agent pathogene, infantum pertussis, signifiant violente (per) toux (tussis) de I'enfant
(infantum) (Cherry, 1996). Le caractéere épidémique de la maladie a ensuite été décrit
trois années plus tard par Thomas Willis, qui la renomme, apres observation d’épisodes
de convulsion tussif chez des patients atteints, en Tussis puerorum convulsia (Guiso,
2006). Le développement industriel et le commerce entre pays lointains propagent la
maladie a partir du XIXéme siécle, notamment en Suede et aux Etats-Unis, qualifiant la
coqueluche comme la maladie la plus mortelle, avec la rougeole (Guiso, 2006). Il est
estimé qu’a cette époque prés d’un enfant sur mille mourrait de la coqueluche. En 1816,
Adalbert Friedrich Marcus définit les différentes dénominations de la coqueluche dans
plusieurs pays du monde, encore appelé chant du coq en francais (Marcus, 1821). La

7 o Figure 1: Capture de microscopie
" | électronique modifiée de Bordetella
pertussis (cellules jaunes) infectant une
cellule épithéliale ciliée (cellule rouge).

= La bactérie s'agglutine au niveau des cils
i tapissant le tractus respiratoire de I'hote.

Copyright © 2004 Pearson Education,
publié par Benjamin Cummings
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maladie tirerait son nom d’une croyance de I'époque selon lui : « On croyait autrefois
qu’elle dépendait d’humeurs qui découlaient de la téte, et qu’on pouvait y remédier en
tenant la téte chaudement, au moyen d’un bonnet pareil a un capuchon de moine, qu’on
appelait coqueluche ».

Il faudra attendre en 1906 la publication de Jules Bordet et d’Octave Gengou, qui
décrit la composition d’un milieu de culture portant leur nom, permettant d’isoler le
pathogéne (Bordet and Gengou, 1906). Les bactéries ont été isolées sur le milieu Bordet-
Gengou (BG) supplémenté en sang a partir d’expectorations d’un nourrisson atteint de
la maladie. Etant donné son caractere hémolytique et sa morphologie, ils renomment la
bactérie Haemophilus pertussis ou encore Bacillus pertussis. C'est en 1954 que Moreno
Lopez donne la dénomination actuelle Bordetella pertussis, en hommage a la découverte
de Jules Bordet, en décrivant le genre Bordetelleae (Moreno Lépez, 1990).

ii. Description du pathogéene

Bordetella pertussis est ainsi décrite comme étant un coccobacille a Gram
négatif, doté d’'une double paroi lipidique séparée par un périplasme (Bordet and
Gengou, 1906). Sa taille moyenne est de 0,8 micron sur 0,4 micron. C'est une bactérie
aérobie stricte, ne produisant pas de spores, et qui survit dans la nature a 37°C. De plus,
c’est une bactérie qui, malgré la présence de flagelles, n’est pas motile (Parkhill et al.,
2003). Ces caractéristiques laissent supposer que Bordetella pertussis ne serait pas
capable de survivre en dehors de son hote. A I'heure actuelle, aucune autre niche
écologique, autre que I'étre humain, n’a pu étre identifiée. Malgré ces contraintes, la
coqueluche serait responsable de 200000 a 400000 morts par an dans le monde,
principalement des nourrissons, pour environ 45 million de cas (Crowcroft et al., 2003).
En 2015, ’OMS a pu estimer et recenser prés de 65000 déces dus a la coqueluche (WHO,
2017).

Bordetella pertussis est une bétaprotéobactérie de I'ordre des Burkholderiales et
de la famille des Alcaligenaceae (Gerlach et al., 2001). Le genre Bordetelleae comporte
9 espeéces distinctes, dont la quasi-totalité du genre est pathogéne, principalement par
infection du tractus respiratoire. Bordetella bronchiseptica et Bordetella parapertussis
sont considérées, avec Bordetella pertussis, comme des sous-espéces de par leur
proximité génomique (Parkhill et al., 2003). Ces deux autres sous-espéces peuvent
également infecter 'homme, mais sont principalement pathogénes de plusieurs
mammiferes, notamment le chien, le porc et le mouton. D’autres, comme B. avium et
B. hinzii infectent les oiseaux. La derniére espéce découverte récemment, B. petrii, une
bactérie environnementale colonisant les bioréacteurs, a été associée a un cas clinique
d’ostéomyélite mandibulaire (Fry et al., 2005).

iii. Les phases de la maladie

I a été montré que la maladie se transmettait préférentiellement par les
microgouttelettes en aérosols dégagées lors de quintes de toux (Fernandez, 2012;
Warfel et al., 2012). Cette transmission du pathogene d’un hote vers un autre se fait de
préférence de I'adulte vers I'enfant, plutét que de I'enfant vers I’'enfant, ou de I'adulte
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Figure 2 : Représentation schématique de I'évolution clinique de la coqueluche.

Les échelles de temps représentent un cas classique de patient atteint de la maladie.
Schéma modifié du Centre de Contréle des Maladies (CDC)
(https://www.cdc.gov/pertussis)

vers I'adulte (Bisgard et al., 2004; Skoff et al., 2015; Wendelboe et al., 2007). L'infection
touche le tractus respiratoire supérieur, la trachée et les bronches ou s’agglomerent les
bactéries (van den Berg et al., 1999). Le pathogene adhére aux cellules épithéliales et,
dans un premier temps, se multiplie activement, engendrant le syndrome infectieux.
Dans un second temps, le pathogéne sécrete des toxines pour engendrer la mort
cellulaire de I'épithélium, ou sont relachés les métabolites nécessaires a sa survie, et
dérive vers le syndrome toxinique. La maladie se développe en 10 a 12 semaines environ
apres infection, et est divisée en trois différentes phases (Figure 2) (Melvin et al., 2014).

La premiere phase est la phase catarrhale. Elle survient aprés un temps
d’incubation, soit 4 a 10 jours aprés l'infection généralement, et persiste entre 1 et 2
semaines. A cette étape, les bactéries ayant adhérées a I'épithélium cilié vont survivre
au dégagement de mucus sécrété par I'hote, et contourner les défenses du systeme
immunitaire. Les symptomes se confondent généralement avec des maladies
respiratoires communes, comme le rhume ou la rhinite (Cornia et al., 2010; Wirsing Von
Konig, 2014). lls comprennent alors des rhinorrhées, une légere toux, et des
éternuements, parfois accompagnés de fievre. Ces symptomes cliniques rendent
difficile le diagnostic de la coqueluche par les médecins généralistes. C'est pourtant
durant cette phase que la maladie reste la plus contagieuse et donc, la plus a risque pour
les nourrissons et les personnes asthmatiques.

S’ensuit la phase paroxysmale, également appelée phase spasmodique. C'est
I’étape la plus longue de la maladie, elle peut durer 1 semaine au minimum, et jusqu’a
10 semaines. Elle se caractérise par des périodes d’alternance entre des respirations
claires et normales, et des toux spasmodiques, souvent tres violentes. Cette toux lui a
valu le nom de « chant du coq » de par les quintes trés caractéristiques et les inspirations
trés bruyantes de la respiration. Souvent, ces toux répétées ont lieu la nuit, empéchant
le malade de dormir et altérant le repos (Tozzi et al., 2005). Elle peut s’aggraver dans
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certains cas et s"accompagner de vomissements. La sécrétion de mucus étant de plus en
plus importante, les individus en bas age et les personnes asthmatiques, ayant des
difficultés a déglutir de facon répétée, peuvent s’étouffer et bloquer leur respiration,
causant dans certains cas la mort par apnée et cyanose (Paddock et al.,, 2008). Le
traitement lors de cette phase nécessite I'intervention de kinésithérapeutes, qui aident
le patient a se dégager le tractus respiratoire de I'excés de mucus. Cette phase est
souvent associée a de séveres lymphocytoses et a de I'hypertension pulmonaire,
causant des pneumonies et parfois méme des convulsions et encéphalopathies
(Paddock et al., 2008).

La derniere phase de la maladie est la phase de convalescence. Sa durée est plus
variable, souvent de 2 a 3 semaines, mais peut perdurer jusqu’a plusieurs mois. Les
symptomes s’amenuisent au court du temps, les quintes de toux sont de plus en plus
espacées, le malade parvient a déglutir plus facilement. Lors de cette phase, la toux, qui
est alors devenue plus séche, est propice a la transmission de I'adulte vers I'enfant sans
traitement approprié (Tozzi et al., 2005). En général, les antibiotiques efficaces, comme
I’érythromycine, sont prescrits au cours de la phase de convalescence pour éviter cette
transmission. La toux étant provoquée principalement par I'action des toxines sécrétées
par le pathogene, les antibiotiques ne peuvent amener a la réduction des symptomes
de la maladie.

2. Programmes de vaccination

Aprés la découverte du pathogéne par Jules Bordet et Octave Gengou, plusieurs
scientifiques se sont intéressés a la production d’un vaccin efficace pour éradiquer la
coqueluche. Les premiéres tentatives se sont concentrées sur le développement d’un
vaccin a partir de cellules mortes, bien que celui-ci ait été testé pour soigner la
coqueluche chez les personnes atteintes plutdot que pour prévenir la propagation du
pathogéne dans la population humaine (Cherry, 1996).

i. Laproduction d’un vaccin composé de cellules mortes

Jules Bordet et Octave Gengou de I'Institut Pasteur de Bruxelles, a la suite de leur
découverte, proposerent un vaccin a partir de cellules mortes en 1912 (Howson et al.,
1991). S'ensuivirent Charles Nicolle de I'Institut Pasteur de Tunis en 1913 et Thorvald
Madsen du Danish Serum State Institut en 1914. C'est cette année-la que le premier
vaccin constitué de cellules mortes de Bordetella pertussis a été enregistré a
I’Association Médicale Américaine, alors que les effets du vaccin n’étaient pas encore
caractérisés (Howson et al., 1991).

Il faudra ensuite attendre 1925 pour que Thorvald Madsen décrive la premiére utilité
d’un vaccin composé de cellules vivantes conservées dans une solution saline contenant
du phénol (Howson et al., 1991). Par ses pratiques, de 1925 a 1933, il réussit a instaurer
un vaccin capable d’induire une protection immunitaire efficace et de prévenir
I'infection de Bordetella pertussis. |l aurait méme permis de prévenir deux épidémies de
coqueluche aux lles Féroées. Cependant, en 1933, il reporte que 2 enfants en bas age
sont décédés dans les 48h apres injection du vaccin.
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Dans les années 1930 jusqu’en 1943, Pearl Kendrick et Grace Eldering concevaient
un nouveau vaccin anti-coqueluche apres avoir étudié lI'immunité induite par le
pathogéne (Kendrick and Eldering, 1936; Kendrick, 1942). Elles proposérent un
renouveau, en combinant le vaccin anti-coqueluche composé également de cellules
mortes, avec les toxoides du vaccin déja existant anti-diphtérique et anti-tétanique,
combinaison encore utilisée aujourd’hui. Le vaccin, ayant une efficacité estimée de 89%,
a ensuite été produit et commercialisé dans plusieurs pays du monde, résultant en une
diminution drastique du nombre de cas de coqueluche a cette époque (Wadman and
You, 2017). Ce vaccin, le DTwP, est administré trois fois dans la vie de I’'enfant pour
I'immuniser contre la coqueluche.

ii. Transition vers le vaccin acellulaire : Des effets secondaires ?

En 1974, une étude de chercheurs anglais sous-entend un lien de causalité entre le
vaccin a cellule entiéere et des complications neurologiques apparus chez 36 nourrissons
24h apreés les trois administrations du DTwP (Kulenkampff et al., 1974). Les scientifiques
conseillent, alors, de ne pas administrer ce vaccin s’il existe des antécédents familiaux
reliés a I'autisme ou autre désordre neurologique. Cette étude a été médiatisée et
relayée dans la presse, résultant en la formation de mouvements anti-vaccin et
d’associations voulant abolir le DTwP.

Dans les années qui suivirent, le Japon et la Suede ordonnérent l'interdiction
d’administrer le vaccin anti-coqueluche (Gangarosa et al., 1998). En Angleterre nait le
NCES (National Childhood Encephalopathy Study) pour appuyer ces études sur les
désordres neurologiques causés chez les enfants, et soutient la publication de
Kulenkampff (Miller et al., 1993). Ces conclusions conduisirent a une augmentation
spectaculaire du nombre de cas de coqueluche au Japon, en Suéde, en Angleterre, en
Irlande, en Australie et en Italie. La diminution de la couverture vaccinale résulta en
I'apparition de deux épidémies de coqueluche en Angleterre entre 1978 et 1982, et
également en Suéde en 1983 et 1985 (Kuchar et al., 2016).

Pour faire face a la recrudescence de coqueluche dans plusieurs pays du globe, des
équipes de recherche se sont intéressées a développer un vaccin qui ne serait étre relié
a des effets secondaires graves. Dans les années 1980 apparaissent alors des vaccins
composés d’antigenes de Bordetella pertussis (Klein, 2014). Ils comprennent
généralement 1 a 5 protéines inactives, majoritairement composés d’adhésines et de
toxines. Ce vaccin a été accepté plus facilement par la population et a résulté en une
diminution de cas de coqueluche a travers le monde. Ce vaccin acellulaire est également
combiné avec des toxoides de Diphtérie et de Tétanos (DTaP). Le premier a été
développé en 1981 au Japon, et contenait deux antigénes inactivés au formaldéhyde et
au formalin (Sato and Sato, 1999). Quelques années plus tard en 2006, un booster fut
créé pour une administration entre 11 et 18 ans chez les adolescents, composé de
toxoides tétaniques, de toxoides diphtériques réduites et du vaccin acellulaire anti-
coqueluche (Tdap) (Kline et al., 2013).
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Figure 3: Incidence de cas de coqueluche aux Etats-Unis.

(A) : Nombre de cas de coqueluche recensé aux Etats-Unis entre 1922 et 2016. DTP :
Vaccin composé de cellules mortes. DTaP : Vaccin acellulaire. Tdap : Booster du vaccin
acellulaire. (B) : Incidence de cas de coqueluche par tranche d’age pour 100000 individus
entre 1990 et 2016. Figure tiré du CDC (https://www.cdc.gov/pertussis)

3. Larecrudescence de la coqueluche

i. 1°cause: Le déclin de la réponse immunitaire

Les vaccins a cellules mortes et acellulaires ont résulté en une diminution drastique
de cas de coqueluche dans le monde. Cependant, depuis le début des années 2000, une
recrudescence du nombre de cas et de mortalité a été recensée malgré une forte
couverture vaccinale (Figure 3A) (Kline et al., 2013; Poolman, 2014; Sealey et al., 2016).
Elle touche principalement les individus en bas age, chez qui la maladie est mortelle, et
les adolescents (Figure 3B). Trés peu de cas ont été recensés chez les adultes. Pour
comprendre ce phénomeéne, des études épidémiologiques et immunologiques ont été
entreprises dans les pays développés. L’étude de cas cliniques, d’infections in vivo chez
la souris et chez le babouin ont soulevé I'hypothése de la diminution de la durabilité de
la protection immunitaire (« waning »). Les cellules immunitaires permettent de
contréler I'infection, tandis que I'éradication de la maladie nécessite I'intervention des
cellules T auxiliaires (« T-helper ») 1 et 17 (Higgs et al., 2012).

Des études d’infection de cellules immunitaires humaines et de souris in vivo ont
permis de comprendre les mécanismes d’action des deux vaccins, et les réponses
immunitaires impliquées dans I'éradication de la maladie (Park et al., 2012). Les toxines
et les adhésines du pathogéne lui permettent de contrer les défenses immunitaires et
de coloniser et lyser les cellules épithéliales ciliées (de Gouw et al., 2011). La
reconnaissance de ces cibles par le systeme immunitaire va induire différentes réponses
en fonction des récepteurs impliqués et interleukines produites (Higgs et al., 2012). Les
toxines et adhésines majeures sont reconnues par les récepteurs Nod-like, qui tend vers
une réponse Th1l7, impliquée dans le recrutement des neutrophiles et I'inflammation
(Figure 4). Les lipopolysaccharides et les autres PAMPs sont reconnus par les récepteurs
Toll-like des cellules dendritiques et les macrophages qui produisent alors I'interleukin-
12 (Mahon et al., 1996). Cette cytokine pro-inflammatoire induit une différenciation des
lymphocytes T vers des cellules Thl, pour privilégier le recrutement de macrophages
supplémentaires et I'activation de neutrophiles, nécessaires a [’élimination des
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Figure 4: Réponses immunitaires stimulées suite a I'injection du DTwP ou du DTaP.

Le vaccin a germe entier est reconnu par des Toll-Like Receptor stimulant la production
d’IL-12, pour activer une réponse Th1l. Le vaccin acellulaire n’étant pas reconnu par les
TLR, la production de I'lL-4 par les cellules T entraine une réponse de type Th2. Les deux
composants des vaccins sont reconnus par les Nod-Like Receptor stimulant une réponse
de type Th17. Figure tirée de Higgs et al., 2012

bactéries pathogenes. Les cellules Thl vont également stimuler la production
d’anticorps IgG2a, un anticorps opsonisant, pour marquer le pathogéne reconnu par les
phagocytes. Ces réponses sont retrouvées aprés injection du vaccin a germes entier chez
des souris in vivo et des préadolescents. Le vaccin acellulaire contient des antigénes
reconnus par ces systemes également. Cependant, le vaccin acellulaire ne stimule
aucune production d’interleukine-12, mais celle de I'interleukine-4 qui tend vers une
différenciation des lymphocytes T vers une réponse Th2. Elle stimule I'activation des
éosinophiles et la production d’anticorps 1gG1, 1gG3 et IgE impliqués dans la
reconnaissance de toxines et des adhésines pour empécher une infection et une
adhésion de bactéries pathogenes. Cette réponse correspond a un mécanisme de
protection, cependant les lipopolysaccharides présents dans les vaccins acellulaires ne
sont pas reconnus par les récepteurs Toll-like (Zaitsev et al., 2014). L'inactivation du LPS
par le formalin change la nature de la molécule qui n’est pas reconnue.
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Ces études sous-entendent en globalité que la protection immunitaire induite par le
vaccin acellulaire serait aussi efficace que celle induite par le vaccin a germes entiers,
mais que celle-ci perdurerait moins longtemps. Ce phénomeéne est encore appelé
« Waning » en anglais, et serait, a I’heure actuelle, 'une des cause principale de la
réémergence du pathogéne. Ces études se confirment avec des études cliniques et
épidémiologiques, notamment avec une épidémie qui s’est déclarée aux Etats-Unis en
2010 (Latasa et al., 2018; Sheridan et al., 2014; Witt et al., 2012). La prévention de la
maladie par un vaccin acellulaire est de ce fait remise en cause, notamment apres
observation de I'augmentation de cas de coqueluche chez les individus agés de 8 a 12
ans.

De nos jours, des appels a la communauté scientifique a développer de nouveaux
vaccins plus efficaces se font entendre. Une troisieme génération de vaccin serait
inéluctable, mais nécessiterait potentiellement un retour vers un vaccin a germes
entiers, ou a un changement des adjuvants du vaccin acellulaire (Higgs et al., 2012;
Locht, 2016; Locht and Mielcarek, 2014; Poolman, 2014; Warfel and Edwards, 2015).
Différentes solutions ont été proposées et sont encore en phase de test. Les derniers
développements inclus des vaccins (i) a cellules mortes comportant moins
d’endotoxines, (ii) des vésicules membranaires, (iii) acellulaires avec de nouveaux
adjuvants, (iv) acellulaires avec de nouveaux antigenes, et le plus prometteur, (v) des
germes atténués vivants (Locht, 2017). Le vaccin le plus avancé est BPZE1, composé de
germes vivants atténués, et est un des premier du genre, ayant prouvé son efficacité
chez le babouin (Locht et al.,, 2017). Une autre nouveauté concernerait son
administration. La vaccin est a appliquer par voie nasale, pour imiter une infection
contre la coqueluche et maximiser I'induction de la réponse Th17 et Th1l chez 'homme
(Mielcarek et al., 2006). Cependant, malgré ce vaccin prometteur, I’évolution constante
du pathogéne pourrait devenir un frein a la prévention d’épidémies au sein des pays
développés et a I'efficacité vaccinale.

ii. 2°me cause : Des souches asymptomatiques

Jusgqu’a récemment, les études de la coqueluche se concentraient sur le caractére
épidémique de la maladie, sa transmission et la répartition en classe d’age. De par
I"aspect évolutif du pathogene, la question de porteurs sains de la coqueluche s’est
posée au sein de la communauté scientifique depuis 2014. En comparant l'infection de
Bordetella pertussis chez des enfants babouins apres trois injections du vaccin a germes
entiers ou du vaccin acellulaire, il a été montré que ce dernier ne prévenait pas la
colonisation du tractus respiratoire, ni sa transmission vers un autre individu (Warfel et
al., 2014). Cette conclusion sous-entend que la bactérie peut coloniser le tractus
respiratoire d’'un hote et se transmettre vers un autre et ce malgré I'absence de la
maladie, démontrant I'existence de porteurs asymptomatiques. Malgré la vaccination
de la population, chaque individu pourrait étre porteur du pathogéne sans en
déclencher les symptémes, et transmettre la maladie asymptomatique a leur entourage,
chez des personnes vaccinées ou non. Cette deuxieéme cause de la recrudescence de la
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coqueluche sous-entend également que le nombre de porteurs serait largement sous-
estimé, malgré les tests statistiques et épidémiologiques.

Un modele mathématique, a I’échelle de la population humaine, basé sur les cas de
coqueluche aux Etats-Unis et en Angleterre, les pays les plus représentés, confirme ces
données biologiques (Althouse and Scarpino, 2015). Selon ce modéle, 'augmentation
du nombre de cas observée sur ces dernieres années correlerait avec I'existence de
porteurs sains et ne serait étre expliquée uniqguement par le « waning » du vaccin
acellulaire. Ceci remettrait bien évidemment en cause 'efficacité vaccinale, notamment
lors des phases de test et de développement de nouveaux vaccins si les porteurs
asymptomatiques ne sont pas pris en considération. De plus, cette étude remet en cause
Iefficacité de la couverture vaccinale. Une personne vaccinée porteuse pourrait malgré
tout transmettre la maladie chez des nourrissons non-vaccinés, conclusion similaire aux
études biologiques chez le babouin. L'apparition des souches asymptomatiques seraient
cependant liées a la transition du vaccin a germes entiers vers le vaccin acellulaire
(Sealey et al., 2016). De plus, des études dénombrant la séroprévalence de personnes
ayant été en contact avec le micro-organisme montrent que le nombre de personnes
séropositives est supérieur au nombre de cas recensés de coqueluche. Cette cause de la
réémergence souléve une troisieme hypothése, qui concernerait I'adaptation du
pathogéne lui-méme a la vaccination.

iii. 3°Me cause : Adaptabilité du pathogéne

Les vaccins utilisés permettent d’induire une protection immunitaire efficace.
Cependant, pour contrer ces défenses, certaines souches de Bordetella pertussis se sont
adaptées a la reconnaissance des antigenes par I’h6te. Ainsi ont pu étre recensées des
souches cliniques n’exprimant plus certaines adhésines ou toxines, que I'on croyait
jusqu’alors nécessaire a la virulence du pathogéene.

Le génome de Bordetella pertussis est tres plastique et sujet a un changement
constant. Ce phénomene est provoqué par la présence de séquences d’insertion (IS),
des éléments génétiques mobiles responsables de remaniements génomiques
conférant un avantage évolutif et adaptatif (Vandecraen et al., 2017). L’adaptation de
pathogénes a leur environnement donne naissance a I'apparition de souches distinctes,
pouvant devenir plus ou moins virulente ou lui conférant un avantage lors de l'infection
de I’'h6te, notamment sur la pression vaccinale. Il a été montré que le génome de
Bordetella pertussis, contenant plus de 230 copies de I'IS481, pouvait s’adapter a la
pression vaccinale induite dans les pays développés (Parkhill et al., 2003; Xu et al., 2015).
Plusieurs souches du pathogene provenant de Finlande, de Chine et des Pays-Bas, ol les
programmes de vaccination ont différés et évolués au fur et a mesure des années, ont
été séquencées et analysées, datant de prélevements des années 1950 a aujourd’hui.
Parmi ces souches, des variants génétiques, des pertes de génes et / ou des
remaniements importants du génome ont été mis en corrélation avec la couverture
vaccinale de chaque pays. L'apparition de ces changements génétiques majeurs
correspondrait aux différents changements de politique vaccinale dans chaque pays.
Une de ces souches présenterait méme 116 variants génétiques, pouvant
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Figure 5: Inactivation du gene codant pour la pertactine chez des souches cliniques au
Japon.

(A) : Délétion de 28 acides aminés suite a la délétion d’une portion du géne codant pour
la pertactine. (B) Inactivation de la pertactine par insertion d’'une I1S481 dans la séquence
codante du gene chez certaines souches cliniques. Rose : 1S481. Vert : Gene prn. Figure
de Otsuka et al., 2012.

potentiellement expliquer I'adaptation du pathogéne a la pression vaccinale (Xu et al.,
2015).

La perte d’expression de génes ou de locus génétique est observée dans plusieurs
pays ayant adopté une politique de vaccination intensive. L'un des exemples les plus
connu est la perte du gene codant pour la pertactine, une adhésine que I'on pensait
nécessaire a la colonisation du tractus respiratoire (Melvin et al., 2014). Depuis quelques
années ont été recensées des souches cliniques de Bordetella pertussis déficientes en
pertactine aux Etats-Unis et au Japon (Otsuka et al., 2012; Queenan et al., 2013). La
perte de la pertactine serait la résultante de la pression vaccinale, le vaccin acellulaire
contenant de la pertactine inactivée (Martin et al.,, 2015). Par exemple, les souches
déficientes en pertactine au Japon présentent soit une délétion de la partie codante
pour le peptide signal de la pertactine, soit I'insertion d’une 1S481 dans la séquence
codante (Figure 5). Récemment, une nouvelle souche a pu étre isolée a New-York
déficiente a la fois en pertactine et également en toxine pertussique (Williams et al.,
2016). Cette souche présente une délétion de 28 kilobases dans son génome, médiée
par la recombinaison de deux 1S481, résultant en la délétion des deux genes de
virulence. Jusqu’alors, on pensait que la toxine pertussique était nécessaire a Bordetella
pertussis pour provoquer une coqueluche chez 'homme. Cette toxine est également
I'un des composants principaux du vaccin acellulaire dans les pays développés.
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Récemment, une nouvelle souche de Bordetella pertussis a été recensée aux Etats-Unis,
déficiente en hémagglutinine filamenteuse, protéine que I'on considérait comme
majeure et essentielle jusqu’a maintenant pour l'infection d’une coqueluche (Weigand
et al., 2018).

Enfin, le pathogéne s’adapte a la pression vaccinale également en présentant
différents alleles des protéines de virulence, reconnues par I'immunité induite par le
vaccin acellulaire. Ainsi, en Angleterre, les souches cliniques prédominantes entre I'aire
prévaccinale et I'aire du vaccin acellulaire montrent des variants alléliques différents
pour des génes codants pour la toxine pertussique, la pertactine, et les fimbriae, des
adhésines également nécessaires a la colonisation du tractus respiratoire (Sealey et al.,
2015). Ces variants alléliques ne sont pas nécessairement reconnus par le systéme
immunitaire selon I'allele qui a été utilisé pour la composition du vaccin.

Cette adaptation du pathogene a la pression vaccinale rend la prévention de la
coqueluche encore plus délicate. Malgré la couverture vaccinale, la coqueluche est la
maladie infantile a prévention vaccinale prédominante. De par son pouvoir adaptatif, il
est encore nécessaire, a '"heure actuelle, d’étudier les mécanismes de virulence et
évolutifs du pathogene dans le but d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Il. Les facteurs de virulence du pathogéne

La virulence de Bordetella pertussis est basée sur la sécrétion de toxines et la
présence de nombreuses adhésines le long de la paroi extracellulaire. Ces facteurs
interagissent avec diverses protéines des cellules épithéliales du tractus respiratoire
pour contrer les défenses du systéme immunitaire, résister aux dégagements de mucus
et ainsi permettre I'infection (Melvin et al., 2014). De ce fait, la sécrétion de ces facteurs
prolongent la durée des symptomes de la coqueluche et ce, méme apreés traitement
antibiotique et lyses bactériennes. Plusieurs facteurs de virulence et régulateurs ont
ainsi pu étre identifiés, et leur impact lors de I'infection étudié.

1. Larégulation par les systémes a deux composants

Comme de nombreux procaryotes, la régulation de la virulence parmi le genre
Bordetellae est régis par des systemes a deux composants, encore appelés
phosphorelais, dont le plus connu se nomme BvgAS (Bordetella virulence genes
Activator / Sensor) (Scarlato and Rappuoli, 1991). Ces systémes de régulation bactériens
sont composés de deux protéines, un senseur ancré a la membrane et un activateur
transcriptionnel qui permet a la cellule de percevoir les variations de I’environnement
pour s’adapter aux stress éventuels (Zschiedrich et al., 2016). IIs sont généralement
impliqués dans la régulation de voies métaboliques, du chimiotactisme, de la réponse
aux stress environnementaux, ou encore de la virulence. La protéine senseur est capable
de lier un ligand, une molécule présente dans I’environnement, provoquant
I"autophosphorylation du senseur. Le groupement phosphate est alors transmis vers
I'activateur transcriptionnel, par une cascade de phosphorylation, induisant ainsi sa
capacité a se lier a I’ADN pour activer ou inhiber I'expression de génes.

i. Lesystéeme a deux composants BvgAS

La virulence de Bordetella pertussis est régulée par le systéme a deux composants
BvgAS. Le phosphorelai est actif en condition classique de culture a 37°C, et peut étre
retrouvé sous une forme inactive a 20°C (Dupré et al., 2015). Encore a |'heure actuelle,
aucun ligand n’a pu étre mis en évidence. En laboratoire, il est possible d’inactiver
également le phosphorelai en supplémentant le milieu en sulfate de magnésium ou en
acide nicotinique (Dupré et al., 2013; Scarlato and Rappuoli, 1991). La modulation du
signal pergu par le domaine transmembranaire entraine un changement de fonction du
senseur, BvgS, d’une activité kinase fourni par le domaine Histidine-Kinase, vers une
activité phosphatase fourni par le domaine receveur (Uhl and Miller, 1996) (Figure 6).
Ces modulateurs agissent sur la dynamique structurale des hélices reliant les différents
domaines enzymatiques du senseur (Lesne et al., 2018, 2016). Les changements de
structure, potentiellement induits par des variations de température, des « linker »
régulent directement l'activité de kinase ou de phosphatase par une régulation
mécanique (Abriata et al., 2017).

Lorsque les dimeres de BvgS sont actifs a 37°C, le domaine Histidine-Kinase induit
une autophosphorylation du phosphorelai (Figure 6) (Uhl and Miller, 1994). Le
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Figure 6: Le systtme a deux
composants BvgAS régulateur de
la virulence de Bordetella
pertussis.

Le senseur BvgS est ancré a la
membrane cytoplasmique, ayant
un segment périplasmique
pouvant percevoir les
OCO00000C0O0 modulateurs et variations du
milieu par le domaine Venus-Fly-
Trap (VTF), et un segment
cytoplasmique comprenant les
activités kinases et phosphatases
fournies par les domaines
Histidine-Kinase (HK) et Receveur
(Rec). L’activation du senseur
entraine  une cascade de
phosphorylation relayée par les
phoshotransmetteurs Rec et
Histidine-phosphotransmetteur
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groupement phosphate est alors transmis vers le domaine receveur sur un résidu acide
aspartique, exercgant alors une activité de phosphotransmetteur, jusqu’au domaine
histidine-phosphotransmetteur (Uhl and Miller, 1996). Ce dernier domaine va
transmettre le groupement vers la protéine activatrice, BvgA, un facteur de
transcription. Le transfert du groupement phosphate rend possible la dimérisation de
BvgA phosphorylé (BvgA-P), et Iui permet d’exercer son rble d’activateur
transcriptionnel via son domaine « Helix-Turn-Helix » (Decker et al., 2012).

BvgA-P se lie a la séquence ADN consensus (T/A)TTC(C/T)TA (Decker et al., 2012).
Elle est retrouvée en amont des séquences promotrices de genes de virulence,
comprenant principalement des toxines et adhésines (Boucher and Stibitz, 1995;
Boulanger et al., 2015; Deora, 2002; Karimova and Ullmann, 1997; Kinnear et al., 1999;
Merkel et al., 2003). De ce fait, la phosphorylation de BvgA active la transcription de
génes impliqués dans la virulence, appelés vag (Virulence Activated Genes) (Melvin et
al., 2014). D’autres genes ont été montrés comme étant réprimés lors de I'activation du
phosphorelai, et ont été nommés vrg (Virulence Repressed Genes). La majorité de ces
génes codent pour des protéines impliqguées dans le métabolisme, les flagelles ou
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encore le chimiotactisme (Hot et al., 2003). Ils sont réprimés par I'intermédiaire d’une
autre protéine, BvgR (Bordetella virulence gene Repressor), dépendant de I'activation
du systeme a deux composants BvgAS et longtemps considérée comme étant le
répresseur de ces genes (Merkel et al., 2003). Ce systeme de régulation de la virulence
est retrouvé parmi toutes les espéces du genre Bordetellae et est nécessaire a
I’expression de leurs toxines et adhésines respectives (Linz et al., 2016).

ii. Le systéme RisA / RisK

Des études plus récentes ont pu mettre en évidence I'existence d’un autre systeme
régulateur de la virulence chez les Bordetellae. Le systeme a deux composant, appelé
RisAS (Regulator of Intracellular Stress response Activator / Sensor), est essentiel pour
I'expression de génes exprimés en réponse au stress oxydatif chez Bordetella
bronchiseptica, et nécessaire a la persistance de I'infection chez I'animal (Jungnitz et al.,
1998). RisA peut se fixer en amont des promoteurs de vrg pour induire leur expression
sur la séquence consensus AAAT(G/T)TA, et est de ce fait également impliqué dans la
régulation de la virulence des Bordetellae (Croinin et al., 2005).
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Figure 7: Le systéme a deux composant RisAK chez Bordetella pertussis. RisA régule
différentes catégories de genes en fonction de son état de phosphorylation, et de sa
liaison au cyclique-di-GMP (c-di-GMP). RisA est phosphorylé par la protéine RisK et,
lorsque le pathogene est dans un état non-virulent, lie le c-di-GMP non-métabolisé par
la protéine BvgR. Dans cet état, la fixation de RisA sur le site consensus de fixation a
I’ADN permet I'expression des vrg, une inhibition de I’expression des vag et de fIhC et
flnD, impliqués dans la régulation de la motilité et du chimiotactisme. Figure de Coutte
etal., 2016
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Chez Bordetella pertussis, le gene risS est un pseudogene codant pour une protéine
tronquée (Stenson et al., 2005). Il a été montré récemment que la protéine RisA du
pathogeéne peut étre phosphorylée par la protéine RisK, dont le gene n’est pas transcrit
en opéron avec l'activateur transcriptionnel (Chen et al.,, 2017). Selon son état de
phosphorylation, RisA régule I'expression de différents genes, encore peu étudiés a ce
jour (Coutte et al., 2016) (Figure 7). Cependant, RisA peut lier le cyclique di-GMP produit
et accumulé dans la cellule en condition de non-virulence. Cette molécule est
métabolisée par la protéine BvgR, dont I'expression est dépendante du phosphorelai
BvgAS. Lorsque RisA est phosphorylé et lié au cyclique di-GMP, il entraine I'activation
des vrg et une inhibition de certains vag. La régulation de la virulence par ces deux
systémes a deux composants implique une régulation fine de chaque gene de virulence,
nécessaire a I'infection du tractus respiratoire de I’'hote en fonction de la localisation du
pathogéne et des facteurs environnant.

iii. La cinétique de la virulence : Une régulation fine

Le degré d’activation des systéemes a deux composants montre une régulation fine
de chaque gene de virulence, reflétant diverses catégories de genes. Par exemple, le
taux de BvgA phosphorylé va permettre I'expression de certains genes en fonction du
nombre de sites de fixation localisés en amont de leur séquence promotrice (Decker et

Figure 8: Cinétiques de virulence
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al., 2012). Une faible activation du phosphorelai suffit a I'expression des génes
présentant un unique site de fixation de BvgA-P, appelés « early vag ». Si plusieurs sites
de fixation sont présents, le géne sera exprimé uniqguement lorsque les phosphorelais
sont totalement activés. Ces génes sont appelés « late vag ». De ce fait, chaque géne de
virulence est exprimé a une étape ou condition donnée en fonction du nombre de site
de fixation des facteurs de transcription et de leur affinité. Actuellement, quatre classes
de génes ont pu étre identifiées, exprimés a des conditions et a des temps différents
dans la cinétique de virulence (Figure 8) (Melvin et al., 2014). L’expression de ces génes
refléte les trois phases de virulence de Bordetella pertussis, la phase avirulente Bvg’, la
phase virulente Bvg* et une phase intermédiaire Bvg' correspondant potentiellement a
la transmission du pathogéne d’un hote vers un autre.

2. Les genes de virulence de Bordetella pertussis

La cinétique de la virulence de Bordetella pertussis permet au pathogéne de
s’adapter a chaque étape de l'infection en fonction de leur environnement. Chaque
classe de géne a donc une ou des fonctions caractéristiques dépendant de I'état de
virulence de la bactérie.

i. La phase avirulente Bvg"

En phase Bvg sont exprimés les génes de classe 4, correspondant aux vrg de
Bordetella pertussis dont I'expression est dépendante de RisA phosphorylé lié au
cyclique di-GMP (Coutte et al., 2016). Chez Bordetella bronchiseptica, les génes
exprimés dans cette phase sont impliqués dans la motilité (Akerley et al., 1992; Akerley
and Miller, 1993). Ces genes sont également présents chez Bordetella pertussis,
cependant l'opéron codant pour les flagelles est interrompu par des éléments
transposables, formant des pseudogénes (Parkhill et al., 2003). Le pathogene n’est pas
retrouvé dans cette phase in vivo, mais il est cependant possible de moduler I’expression
du systéme a deux composants BvgAS, comme indiqué précédemment (Byrd et al.,
2013; Chen et al., 2017; Veal-Carr and Stibitz, 2005).

Les genes de classe 4 correspondent a différentes fonctions qui permettent au
pathogene de survivre dans des conditions de stress in vitro. lls regroupent des genes
impliqués dans la réponse au choc thermique, dans le métabolisme des acides gras et
des lipides, dans la synthése du lipopolysaccharide et enfin dans la synthése de la
capsule polysaccharidique (Hoo et al., 2014; Moon et al., 2017).

ii. La phase de transmission Bvg'

En phase Bvg' sont exprimés les génes de classe 3 et les génes de classe 2. Le seul
géne de classe 3 répertorié chez Bordetella pertussis est bipA, codant pour une protéine
impliquée dans la formation de biofilm et la prévention de I'autoagglutinilation chez les
Bordetellae (Hiramatsu et al., 2016). Ces génes pourraient avoir un réle dans la
transmission du pathogene par les aérosols et seraient réprimés en excés de BvgA-P par
fixation du facteur de transcription sur le séquence codante du géne (Decker et al., 2012;
Stockbauer et al., 2001).
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Figure 9: Composition d'une fimbriae de Bordetella pertussis.

Les fimbriae sont des pilis bactériens permettant d’adhérer sur les
surfaces et cellules de I'hbte. Elles sont constituées d’un corps
composé de protéine de deux différents sérotypes (Fim2 ou Fim3),
amenées a la membrane par une protéine chaperonne FimB.
L'extrémité distale de la fimbriae est composée de la protéine FimD,
suivie par les protéines Fim2 ou Fim3 du pathogene. Les fimbriae sont
<R maintenues a la membrane par le transporteur membranaire FimC.
N Figure de Melvin et al., 2014
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Les génes de classe 2 sont des « early-vag » et correspondent pour la plupart d’entre
eux aux adhésines de Bordetella pertussis, impliqués dans la colonisation du tractus
respiratoire et a la résistance au dégagement de mucus (Melvin et al., 2014). Ces
adhésines sont tres régulierement retrouvées dans la composition des vaccins
acellulaires de par leur nécessité pour le pathogene (Cherry, 1996; Gorringe and
Vaughan, 2014; Sato and Sato, 1999). La premiere adhésine majeure est
I’hémagglutinine filamenteuse (FHA), impliquée dans I'adhésion du pathogéne aux
cellules épithéliales, la formation de biofilms et la suppression de I'inflammation
(Hoffman et al., 2017; Scheller et al., 2015; van den Berg et al., 1999). FHA est une
protéine adressée a la membrane extracellulaire de Bordetella pertussis, et parfois
relachée dans le milieu extracellulaire (Melvin et al., 2014). Elle a une affinité pour les
polysaccharides sulfatés comme |'héparine (Menozzi et al.,, 1994). Récemment,
certaines souches virulentes et déficientes en cette adhésine par insertion d’IS481 dans
la séquence codante ont été répertoriées, adhésine que lI'on pensait jusqu’alors
nécessaire a l'infection du pathogene (Weigand et al., 2018).

Une autre adhésine majeure est la fimbriae, également utilisée dans la composition
des vaccins acellulaire (Gorringe and Vaughan, 2014). Cette adhésine, également
adressée a la membrane extracellulaire, coopére avec I’hémagglutinine filamenteuse
pour renforcer I'adhérence du pathogene aux cellules épithéliales ciliées du tractus
respiratoire de 'homme et prévenir des dégagements de mucus induits par les cellules
inflammatoires (Scheller et al., 2015). Ces pilis de type | sont impliqués également dans
la formation de biofilm chez Bordetella bronchiseptica, et détermineraient la spécificité
d’hoéte chez ce pathogéne (Burns et al., 1993; Cattelan et al., 2016). Le pili est composé
de protéines agglomérées en polymeres dont deux sous-types ont été répertoriés chez
Bordetella pertussis, le sérotype 2 Fim2 et le sérotype 3 Fim3 (Figure 9) (Savelkoul et al.,
1996). Les génes codant pour ces protéines, fim2 et fim3, sont localisés a différents
endroits du génome et permettent au pathogene de s’adapter a la pression vaccinale et
au systeme immunitaire par des variations de sérotype (Vaughan et al., 2014). La
séquence promotrice de fim2 et de fim3 comprend une séquence poly-C entre les boites
-10 et -35 dont le nombre de résidus cytosines permet a la polymérase de transcrire ou
non le géne (Otsuka et al., 2017; Willems et al., 1990). De cette maniere, les souches de
Bordetella pertussis peuvent présenter une fimbriae (sérotypes Fim2+ Fim3- ou Fim2-

32



Fim3+), les deux fimbriae (sérotype Fim2+ Fim3+), ou aucune fimbriae (sérotype Fim2-
Fim3-) (Vaughan et al., 2014).

La pertactine est une adhésine également présentée a la surface membranaire et
dont le role est encore controversé. Il a pu étre montré que cette protéine était
nécessaire a I'adhésion aux cellules épithéliales ciliées in vitro, mais pas in vivo (Khelef
et al.,, 1994). Cependant, chez Bordetella bronchiseptica, elle lierait les intégrines et
serait nécessaire a la résistance aux neutrophiles (Inatsuka et al., 2010). Cette adhésine
est également couramment utilisée dans le vaccin acellulaire, et a fait I'objet de
beaucoup de controverses depuis quelques années di a la mise en évidence de souches
déficientes en pertactine, dont la plupart présentent une 1S481 insérée dans la séquence
codante du géne ou une délétion du géne médiée par ces éléments génétiques mobiles
(Otsuka et al., 2012; Queenan et al., 2013; Williams et al., 2016).

iii. La phase de virulence Bvg*

Lors de la phase de virulence Bvg*, la bactérie exprime les genes de classe 2
correspondant principalement aux adhésines et les genes de classe 1 qui regroupent la
majorité des toxines du pathogene et le systéeme de sécrétion de type Il (Melvin et al.,
2014). Actuellement, quatre toxines du pathogéne ont pu étre répertoriées: la
cytotoxine trachéale, la toxine dermonécrotique, I'adénylate cyclase hémolytique et la
toxine pertussique. Ces toxines ont pour fonction d’inhiber le recrutement des cellules
immunitaires et de lyser ces cellules et les cellules épithéliales de I’hote (Melvin et al.,
2014). La plus étudiée est la toxine pertussique, spécifique de Bordetella pertussis, et
présente également dans le vaccin acellulaire (Sato and Sato, 1999). Elle est responsable
d’une lymphocytose sévere chez les animaux et inhibe le recrutement de cellules
immunitaires. Des souches déficientes en cette toxine ont également pu étre
répertoriées en liaison avec des délétions induites par les 1S481 (Williams et al., 2016).

L'apparition de souches cliniques de Bordetella pertussis déficientes en
hémagglutinine filamenteuse, pertactine, et en toxine pertussique témoigne de la
complexité de la virulence du pathogeéne. La perte de ces antigenes, utilisés dans le
vaccin acellulaire, confére un avantage sélectif et évolutif du pathogéne, médié par les
IS481, et ce malgré I'importance de leur réle dans l'infection. L’acquisition de ces
éléments génétiques mobiles procure une plasticité génomique importante, reflétant
une grande diversité inter-souche en termes d’expression de génes et de facteurs de
virulence (Xu et al., 2015).
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lll. Les disparités génomiques inter-souche

Pour comprendre I'adaptation de Bordetella pertussis a la pression vaccinale et
comprendre son évolution en pathogéne spécifique de I'étre humain, des études de
comparaison génomique et protéomique au sein du genre Bordetellae ont été menées
(Park et al., 2015; Parkhill et al., 2003; Williamson et al., 2015). Les facteurs de virulence
sont retrouvés en grande majorité chez toutes les Bordetellae. La différence majeure
réside en "apparition de la toxine pertussique, que I'on pensait jusqu’alors comme
toxine indispensable et responsable des symptémes de la coqueluche (Williams et al.,
2016). Une autre différence majeure réside en I'apparition de la cytotoxine trachéale,
une toxine dérivée des monomeres de peptidoglycane (Cookson et al., 1989; Goldman
and Cookson, 1988). Bordetella pertussis n’est pas capable de recycler les monoméres
de sucres durant le remodelage de la paroi cellulaire et les relache dans le milieu
extracellulaire. La derniére différence notable concerne la perte de l'antigéne-O
(Preston et al., 1999). Contrairement aux autres Bordetellae, Bordetella pertussis ne
présente pas d’antigéne-0 a la surface. Elle posséde une couche de lipo-oligosaccharide
(LOS), alors que les autres especes du genre ont une couche de lipopolysaccharide (LPS)
compléte (Melvin et al., 2014). La perte du LPS confére également un avantage au
pathogéne, celui-ci étant reconnu par les cellules du systeme immunitaire pour
combattre I'infection, sa disparition pourrait donc étre en lien avec une diminution de
I'inflammation (Mann et al., 2005).

1. Caractéristiques génomiques de Bordetella pertussis

Ces différences protéomiques ne sont pas suffisantes pour expliquer la spécificité
d’hote de Bordetella pertussis et adaptation a la pression vaccinale. L'apparition du
séquencage a haut débit a permis d’étudier en profondeur les différences génomiques
parmi le genre Bordetellae pour identifier des facteurs spécifiques au pathogéne
(Parkhill et al., 2003).

i. Comparaison des génomes des Bordetellae

Bordetella pertussis aurait évolué indépendamment de Bordetella parapertussis a
partir d’un ancétre commun se rapprochant d’une ancienne Bordetella bronchiseptica
(Diavatopoulos et al., 2005). Une comparaison des trois génomes respectifs des souches
modeéles a pu montrer que les génomes de Bordetella pertussis et de Bordetella
parapertussis sont réduits en comparaison du génome de Bordetella bronchiseptica
(Tableau 1). La diminution de la taille du génome a conduit a une perte de génes et
s’accompagne d’une augmentation du nombre de pseudogenes. Cependant, les autres
caractéristiques du génome restent similaires entre ces sous-espéces : le nombre d’ARN
ribosomiques, le nombre d’ARN de transfert, le pourcentage en Guanine / Cytosine, le
pourcentage de portions codantes du génome et la taille moyenne de ces loci restent
pratiquement inchangés.

L'une des plus grandes différences réside en 'apparition d’éléments génétiques
mobiles en grand nombre , appelés séquences d’insertions (IS) (Parkhill et al., 2003),
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chez Bordetella pertussis et Bordetella parapertussis. Le génome de Bordetella
parapertussis transporte 22 1S1001 et 90 1S1002, alors que le génome de Bordetella
pertussis transporte 6 1S1002, 17 1S1663 et 238 1S481. Les 1S481 peuvent étre encore
retrouvées chez certaines souches de Bordetella bronchiseptica de classe 1V, alors que
les 1IS1001 et 1S1002 sont principalement retrouvées chez quelques souches de classe |
(Diavatopoulos et al., 2005). Ce trait renforce le fait que Bordetella pertussis serait issue
d’une lignée de Bordetella bronchiseptica qui aurait évoluée indépendamment d’une
autre lignée ayant elle évoluée en Bordetella parapertussis. L’acquisition des IS serait
responsable de remaniements génomiques majeurs observés chez le pathogene humain
(Figure 10) (Parkhill et al., 2003). Le génome de Bordetella pertussis présente de grandes
similarités avec celui de Bordetella bronchiseptica, mais I'organisation génomique est
tres différente contrairement a celle de Bordetella parapertussis.

ii. Avantages des séquences d’insertion 1S481

Les IS481 seraient responsables de la diminution de la taille du génome de Bordetella
pertussis, qui serait elle-méme corrélée avec la spécificité d’hote chez les Bordetellae
(Cummings et al., 2004). Les différences génomiques affectent principalement les locus
codant pour des protéines de surfaces et des antigénes, dont I'antigéne-0 et la fimbriae,
également liée a la spécificité d’hote chez les Bordetellae (Burns et al., 1993; Cummings
et al., 2004; Linz et al., 2016; Preston et al., 1999). La réduction de la taille du génome
favorisée par I'acquisition des IS est un événement majeur ayant contribué a I’évolution
de Bordetella pertussis et a sa spécificité d’hote (Siguier et al., 2014).

Outre le fait d’étre impliqué dans I’évolution du pathogene, les 1S481 sont
responsables de remaniements génétiques majeurs responsables de grandes diversités
génomiques entre les souches de Bordetella pertussis (Weigand et al.,, 2017).

B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica

Size (bp) 4,086,186 4,773,551 5,338,400
G+C content (%) 67.72 68.10 68.07
Coding sequences 3,816 4 404 5,007
Pseudogenes 358 (9.4%) 220 (5.0%) 18 (0.4%)
Coding density (intact genes) 82.9% 86.6% 91.4%
Coding density (all genes) 91.6% 92.2% 92.0%
Average gene size (bp) 978 987 978
rRNA operons 3 3 3
tRNA 51 53 55
1S481 238 0 0
1S1001 0 22 0
IS1002 6 90 0
IS1663 17 0 0

Tableau 1: Comparaison des caractéristiques génomiques de Bordetella pertussis,
Bordetella parapertussis et Bordetella bronchiseptica. Tableau de Parkhill et al., 2003
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Figure 10: Alignement des séquences génomiques respectives de Bordetella pertussis,

Bordetella bronchiseptica et Bordetella parapertussis.

En gris sont représentés les brins positifs (Haut) et négatifs (Bas) de chaque sous-espéce.
Les similarités génomiques en rouge ont été détectées par BLASTN. Les triangles noirs

représentent les éléments génétiques mobiles et les carrés roses les prophages. Figure

de Parkhill et al., 2003

L’organisation génomique est changée principalement par des événements de double
recombinaison homologue et par I'activation des IS. Le génome du pathogéne varie tres
peu en terme de contenu entre les souches, cependant l'ordre des genes et
I'organisation génomique influe directement sur I'expression de génes, et notamment
de génes de virulence (Brinig et al., 2006). Des variations d’expression de génes de
virulence ont pu étre observées entre différentes souches cliniques et vaccinales malgré
la présence des loci génétiques chez toutes ces souches. De plus, I'expression des génes
de virulence des souches cliniques peut étre altérée aprés quelques cultures en
laboratoire. Par exemple, les génes fhaB, prn, cyaC et fim3 sont exprimés différemment
chez la souche Bpe280 apreés uniquement 12 passages sur boite de pétri, en condition
Bvg* et Bvg (Figure 11) (Brinig et al., 2006).

Ces remaniements génomiques seraient corrélés a la pression vaccinale exercée sur
les souches circulantes du pathogene (Xu et al., 2015). La variation de I'ordre des genes
confererait un avantage sélectif potentiel agissant sur I'expression des génes de
virulence (Brinig et al., 2006). les antigénes présents dans le vaccin acellulaire seraient
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inactivés par les 1S481 de Bordetella pertussis soit directement par insertion dans la
séquence du gene, soit indirectement par remaniement du chromosome (Martin et al.,
2015; Weigand et al., 2018; Williams et al., 2016).
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Figure 11: Variation d'expression de genes apres 12 passages sur milieu de culture de la
souche Bpe280 observée par puces a ADN
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2. Les séquences d’insertion, un facteur d’adaptation

La majorité des procaryotes portent des éléments génétiques mobiles au sein de son
génome. Les séquences d’insertions rendent le génome de leur hote tres plastique, et
induisent des remaniements génomiques importants en cas de stress environnemental
dans le but de sélectionner des souches pouvant s’y adapter capables de coloniser de
nouvelles niches (Vandecraen et al., 2017).

i. Caractéristiques des séquences d’insertion

Les IS sont considérées comme des filots génétiques parasites, incapables de se
répliquer par eux-mémes, infectant un héte pour se répliquer et lui conférer un
avantage sélectif (Siguier et al., 2015). Les IS sont des éléments génétiques mobiles
d’une taille comprise entre 0,7 et 2,5kb codant pour une transposase. Elles contiennent
généralement un ou deux cadres ouverts de lecture, et arborent a leurs extrémités 5’ et
3’ des séquences répétées (Figure 12).

Les séquences gauches et droites sont généralement des répétitions inversées
imparfaites qui permettent a I'lS de s’intégrer au génome. La transposase, lorsqu’elle
est exprimée, est capable de catalyser le clivage du premier brin de ’ADN ou elle se
trouve (Siguier et al., 2015). Selon le motif de la transposase, I'lS est ensuite soit
« copiée », auquel cas une copie de I'lS est générée et s’insére a un autre endroit du
génome, doublant le nombre de copie, soit « coupée » pour s’insérer ailleurs dans le
génome. Dans les deux cas, I’ADN excisé se circularise dans la majorité des cas et s’insere
dans le génome par reconnaissance d’une séquence consensus qui encadrera IlS.

Les IS sont impliquées dans divers mécanismes pouvant conférer un avantage a la
cellule hote. Elles peuvent étre impliquées par exemple dans la résistance aux
antibiotiques, a la réponse a un stress environnemental et aux remaniements
génomiques comme chez Bordetella pertussis (Depardieu et al., 2007; Humayun et al.,
2017; Schneider and Lenski, 2004; Vandecraen et al., 2017).

ii. Les caractéristiques des 1S481 de Bordetella pertussis

Les IS sont regroupées en différents groupes selon le motif catalytique de la
transpose qu’elles portent, reflétant le mécanisme utilisé pour la mobilité (Siguier et al.,

Figure 12: Schéma de
I'organisation de  séquences

1s4/155/15256  [J> ="l cinsertion.

Les IS contiennent un (IS4, IS5,
A B IS256) ou deux (1S3, 1IS608) cadres
1S3 . e — ‘ ouverts de lecture (Fleche noire et
1.2 kpb grise) et sont encadrées par des
J‘L séquences répétées (Rouge)
inversées (Triangle bleu). Les tiges
et boucles représentent les
terminateurs de transcription.

Image de Siguier et al., 2015
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TTAC ——
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Figure 13: Théorie sur I'expansion des IS, élimination des IS et linéarisation des génomes
en lien avec la dépendance a I'hote.

Les cercles bleus représentent le génome d’un procaryote. Les rectangles rouges
symbolisent les séquences d’insertion. Entre parenthéses figurent le numéro des étapes
constituant la théorie. Figure de Siguier et al., 2014

2015). Les 15481 font partie de la famille qui porte leur nom, les IS481, et dont les IS1002
présentent chez Bordetella pertussis et Bordetella parapertussis font également parties.
Elles comportent uniquement un cadre ouvert de lecture et ont une taille approximative
de 1050pb, dont la séquence codante est de 950pb (Parkhill et al., 2003).

Les 1S481 et les 1IS1002 reconnaissent un motif de 6pb, retrouvé de facon commune
au sein du génome du pathogene, NCTAGN (Stibitz, 1998). Ce motif est présent sur
plusieurs genes de virulence, et notamment dans le gene de I'opéron bvgAS. Les motifs
protéiques prédits de la transposase laissent supposer que son mode de
fonctionnement serait de copier la séquence de I'lS pour doubler le nombre d’'15S481
(Siguier et al., 2015). Le nombre d’IS481 présentes dans le génome de Bordetella
pertussis laisse supposer qu’il y aurait une probabilité d’apparition a chaque 15kb,
renforgant I’hypothese de la réplication de la séquence (Parkhill et al., 2003). Elles sont
retrouvées quasiment exclusivement chez Bordetella pertussis, mais sont présentes
également chez une lignée de Bordetella bronchiseptica de fagon moins proéminente
(Diavatopoulos et al., 2005). Certaines de ces 1S481 sont également retrouvées chez
Bordetella holmesii, une espéce capable en de rares occasions d’infecter 'lhomme
(Diavatopoulos et al., 2006).

iii. Les IS, des médiateurs de I’évolution ?

Le nombre de copies d’'IS481 chez Bordetella pertussis peut se comparer a d’autres
espéces procaryotes pathogenes infectées également par certaines IS, faisant parties
d’une ou de plusieurs familles différentes (Siguier et al., 2014). Par exemple, Shigella
flexneri souche 2457T comporte plus de 100 copies de l'isoforme IS1X1 dans son
génome, et Yersinia pestis CO92 qui comporte plus 120 IS au total (Parkhill et al., 2001;
Zaghloul et al., 2007). Cependant, le nombre d’IS chez Yersinia pestis varie d’'une souche
a l'autre (Chain et al., 2006). Par exemple, la souche Antiqua posséde 75 IS1 parmi les
176 IS présentes dans son génome, alors que la souche KIM possede 34 IS1 parmi les
116 IS présentes dans son génome. La variation du nombre d’IS au sein d’'une méme
espéce et des especes proches mettent en évidence une théorie reliant I’expansion des
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IS puis leur élimination avec I'augmentation de la dépendance a I'h6te (Figure 13)
(Siguier et al., 2014).

L’acquisition d’'une IS chez un génome ancestral constitue le point de départ de la
théorie, Bordetella bronchiseptica se situerait a ce stade (i) (Soumana et al.,
2017)(Siguier et al., 2014). Lorsque I'organisme se retrouve en condition de stress, dans
une niche environnementale restreinte, I'activation de I'lS engendre une multiplication
de copies de I'lS en question (ii). Ce phénoméne est appelé expansion des IS, et
engendre des réarrangements chromosomiques par des phénomenes de double
recombinaisons homologues, la formation de pseudogénes et des mutations. La
divergence des deux lignées de Bordetella bronchiseptica classes | et classes IV aurait eu
lieu entre ces deux phases, Bordetella parapertussis en serait encore au stade (ii). La
répétition des événements de recombinaison engendre de nombreux remaniements
génomiques responsables de la réduction de la taille du génome au sein de la niche
environnementale. Bordetella pertussis se situerait actuellement au stade (iii) de cette
théorie. Les éléments génétiques mobiles sont éliminés au fur et a mesure des
recombinaisons et de leur activation (iv), jusqu’a une linéarisation compléte du génome
sans IS (v). Eventuellement, une réinfection peut avoir lieu (vi). La réduction de la taille
du génome et la perte de séquences codantes renforcerait la dépendance d’un
pathogéne a un seul héte. Ce serait actuellement le cas de Bordetella pertussis, mais
également de Shigella flexneri et de Yersinia pestis (Chain et al., 2006; Diavatopoulos et
al., 2005; Zaghloul et al., 2007).

L'expansion des IS chez Bordetella pertussis lui aurait permis de devenir un
pathogéene spécifique de I’homme. Les IS481 de par leur mobilité, permettent d’enrichir
les souches de Bordetella pertussis déficientes en production de facteur de virulence.
Cette théorie indique que la pression vaccinale exercée sur les souches circulantes
augmenterait la probabilité de sélectionner une souche déficiente en un antigene, suite
a l'insertion d’une I1S481 ou d’une délétion provoquée par ces éléments génétiques
mobiles.

3. Larégulation des IS et I’expression de génes environnant

Les études de variabilité génomique en termes d’ordre des génes ont montré que
les réarrangements génomiques influaient sur le taux d’expression des genes. Les
transposases sont transcrites par un promoteur interne, localisé dans I'lS, et sont dans
la majorité des cas régulées négativement par un ARN antisens, transcrit par un
promoteur interne localisé dans la séquence codante de I'lS.

i. Régulation et prolongements de transcription des IS

Chez I'l1S10, I’ARNm de la transposase est appelé RNA-IN, et est transcrit au départ
d’un promoteur appelé Pi, (Case et al., 1988). Cet ARN est régulé négativement par un
ARN, appelé RNA-OUT, transcrit par un promoteur orienté en antisens du gene de la
transposase appelé Pou: (Figure 14). Le RNA-OUT s’hybride sur le site de fixation du
ribosome et le codon d’initiation de la traduction du RNA-IN, bloquant la traduction de
I’ARNm (Kittle et al., 1989; Ma and Simons, 1990; Simons and Kleckner, 1983). De plus,
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I'appariement des deux transcrits déstabilise 'ARNm de la transposase par recrutement
de RNases clivant les ARN double-brins (Case et al., 1990). Bien que non décrites,
d’autres IS comprennent ces deux promoteurs Pin et Pout (Safi et al., 2004).

Il a été observé pour plusieurs IS des prolongements de transcription orientés en
sens de genes, transcrits a partir des promoteurs Pout. Selon la localisation de ces IS, elles
peuvent pour certaines d’entre-elles transcrire un ARN au-dela de la séquence
correspondant a I'lS jusqu’a la région génomique voisine, pour donner un ARNm
supplémentaire, appelé « escaping the IS ». Ce genre de cas a pu étre observé par
exemple pour I'IS10, I'IS5 et I'ISAbal (Ciampi et al., 1982; Kamruzzaman et al., 2015;
Wang and Roth, 1988).

Les IS peuvent activer I'expression des génes des régions génomiques avoisinantes
par la formation d’un promoteur hybride, Pnyb, par insertion prés d’une boite promotrice
-10 localisée dans la région génomique (Prentki et al., 1986). Les régions répétées
gauches et droites possedent des boites promotrices -35, et la région répétée gauche
possede une boite -10 (Chandler et al., 2015). Ces séquences cachées dans les régions
répétées ont pour but de former un promoteur fort lors de la circularisation de I'lS aprés
copie ou excision. De cette maniére, la transposase est tres fortement exprimée pour
promouvoir I'insertion de I’élément mobile. L'insertion de I'lS pres d’une boite -10 dans
la région génomique peut former un promoteur fort a I'aide des boites -35 situées dans
les régions répétées de I'lS et transcrire le géne en aval (Prentki et al., 1986).
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I | I I
- transposase ————
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+7 +15
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Figure 14: Organisation des séquences promotrices de I'lS10 chez Escherichia coli.

Le rectangle noir correspond a la représentation schématique de I'IS10 sur le génome.
La transposase est transcrite par le promoteur Pi, (Fléche noire) a 85pb de I'extrémité
5" de I'lS et est régulée par un ARN antisens, le RNA-OUT, transcrit a partir d’un
promoteur Poyt interne a I'IS10 et orienté en antisens du géne a 115pb de I'extrémité 5’.
L’ARN antisens s’hybride sur le codon d’initiation de la traduction (Souligné) et sur la
séquence de fixation du ribosome (entre crochets) de ’ARNm. Figure de Ma & Simons,
1990
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Figure 15: Activation de I'expression de genes par les 1S481.

A gauche, séquence du P,y identifié chez I'IS481 BP3851. L'ARNm du gene katA est
transcrit uniquement par le Pout de I'1S481 située en amont du gene. Les boites -10 et -
35 sont soulignées avec des crochets et le départ de transcription est indiqué par une
fleche. Le codon d’initiation de la traduction de katA est encadré, la région répétée
gauche de I'IS481 est soulignée. Figure de DeShazer et al., 1994. A droite, activation de
la transcription du gene bteA par son propre promoteur P1 ou par le Pout de I'IS481 en
amont P2. Les génes sont indiqués par des fleches de couleur sur le génome. Figure de
Han et al., 2011

ii. Les prolongements des 1S481

Chez Bordetella pertussis, il a été montré que les 1S481 pouvaient parfois activer
I’expression des genes avoisinant. La premiére mise en évidence concerne le géne katA,
codant pour une catalase nécessaire a la protection contre le peroxyde d’hydrogene
(DeShazer et al., 1994). 'ARNm de katA est exclusivement transcrit a partir du Poy: de
I'1S481 localisé en amont du géne (Figure 15). Le deuxieme exemple de la littérature
scientifique concerne le géne bteA, un géne codant pour une protéine effectrice du
systeme de sécrétion de type Il (T3SS), vag impliqué dans la virulence de Bordetella
pertussis (Han et al., 2011). Chez certaines souches, le gene bteA peut étre transcrit par
son propre promoteur et également par le Pout d’'une IS481 localisée en amont du géne
(Figure 15). Cette configuration génomique est spécifiqgue a certaines souches
vaccinales, et n’est pas présente dans les souches cliniques de I'étude.

De ce fait, les IS481 ont un rble dans I'adaptation du pathogéne a la pression
vaccinale induite dans les pays développés par le vaccin acellulaire. L’expansion de ces
IS au sein du génome de Bordetella pertussis lui confére une capacité d’adaptation par
des remaniements chromosomiques fréquents et des inactivations des antigénes
utilisés dans la composition du vaccin actuel. Une autre particularité de ces IS est
d’activer I'expression de génes localisés dans les régions génomiques proches,
permettant la transcription d’un ARNm, expliguant des différences de niveau
d’expression de génes impliqués dans la défense aux peroxydes et dans la sécrétion de
facteurs de virulence (DeShazer et al., 1994; Han et al.,, 2011). Les différences
d’expression de genes observés lors des remaniements chromosomiques pourraient
étre expliquées par I'existence de ces prolongements de transcription (Brinig et al.,
2006). L'impact des prolongements de transcription de ces IS sur le transcriptome global
de Bordetella pertussis pourrait apporter d’autres indices sur I'adaptation du pathogéne
a la pression vaccinale.
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IV. Les objectifs de these

Les 1S481 ont un role dans I'adaptation du pathogene a la pression vaccinale. Les
études actuelles se sont concentrées essentiellement sur les remaniements
génomiques, l|'aspect évolutif et I'aspect adaptatif de Bordetella pertussis a son
environnement (Diavatopoulos et al., 2005; Parkhill et al., 2003; Weigand et al., 2017;
Xu et al., 2015). Malgré I'existence d’études mettant en évidence des prolongements de
transcription des 1S481, il n’existe a I’heure actuelle aucune étude montrant I'impact
global des éléments génétiques mobiles sur le transcriptome du pathogéene (DeShazer
et al., 1994; Han et al., 2011). Une seule étude a pu relier les différences d’expression
global de génes avec l'ordre de leur séquence sur le génome, provoquées par les
remaniements génomiques (Brinig et al., 2006). L'impact potentiel des IS sur le
transcriptome total des procaryotes n’est pas non plus documenté chez d’autres
espéces bactériennes, seules des études transcriptomiques sur l'adaptation des
pathogénes aux antibiotiques et a différents stress par les éléments génétiques mobiles
ont été mis en évidence (Depardieu et al., 2007).

L’objectif de ma thése a donc été d’étudier 'impact des 1S481, 1S1002 et I1S1663 sur
I'architecture globale du transcriptome du pathogene. Le transcriptome de Bordetella
pertussis n’étant pas documenté dans la littérature scientifique, le premier objectif a été
de déterminer le transcriptome primaire du pathogene et d’en déduire I'architecture de
chaque transcrit détecté. Pour ce faire, nous avons utilisés dans un premier temps des
approches de séquencage a ARN (RNA-seq) combinées a des analyses de prédictions
bioinformatiques. Le cumul de ces approches nous a permis de mettre en évidence
I'architecture globale du transcriptome de la souche de référence Tohama | en mettant
en évidence les départs et fin de transcription de chague ARN messager, et de prédire
les structures particulieres des ARN mono- et polycistroniques et des transcrits sans
régions non codantes en 5’. L’étude du transcriptome primaire a également permis de
mettre en évidence des structures ARN potentiellement régulatrices et non codantes,
tel que des 5’ et 3’ UTR chevauchants, des riboswitches et des excludons (Figure 16).

Il a été montré également que la transcription des ARN régulateurs non codant
constituait 'une des divergences majeures entre les souches d’'une méme espéce, en
plus des remaniements génomiques provoqués par les éléments génétiques mobiles
(Kopf et al., 2015; Siguier et al., 2014). Ces ARN ont pour rdle de favoriser une adaptation
et une réponse rapide a un stress environnemental ou a une condition donnée
permettant a la cellule de survivre (Svensson and Sharma, 2016; Wagner and Romby,
2015). Il existe différents types d’ARN régulateurs, transcrits indépendamment ou non
des ARN messagers (Figure 16). Pour déterminer I'impact des séquences d’insertion sur
I"architecture globale du transcriptome codant et non-codant de Bordetella pertussis,
une cartographie de candidats ARN régulateurs a été édifiée en paralléle des transcrits
messagers et de leurs prolongements de transcription. Actuellement, peu de structures
transcriptomiques ont été étudiées chez les Bordetellae. Seuls 2 riboswitches liant la
glycine et la flavine mononucléotide, 13 ARN potentiellement non codants et
régulateurs , dont un ARN antisens de I'opéron bvgAS et un ARN différentiellement
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exprimé en condition de virulence, ont été validés chez Bordetella pertussis (Hot et al.,
2011). Cette liste de candidats ARN régulateurs a donc été prédite en cumulant des
prédictions issues des séquencages a ARN et des prédictions issues d’analyses
bioinformatiques.

A partir de ces données transcriptomiques, les prolongements de transcription issus
des séquences d’insertion ont été annotés et leur impact sur le transcriptome global
étudié. Une liste de ces prolongements a été comparée a d’autres souches du
pathogéne. Le rble de ces transcrits a été également investigué a partir des exemples
étudiés dans la littérature scientifique et d’'un ARN candidat identifié comme étant un
régulateur potentiel d’'un géne majeur de virulence transcrit a partir d’'une 1S481.
L'impact de ces transcrits dépend de leur orientation par rapport aux genes
environnants, et serait spécifique de chaque souche du pathogéne.

Cette thése de doctorat a donc pour but de (i) déterminer le transcriptome primaire
de Bordetella pertussis afin de cartographier les structures codantes mono- et
polycistroniques des ARN messager en condition classique de virulence, (ii) de mettre
en évidence le transcriptome non-codant du pathogéne en identifiant des candidats
ARN régulateurs transcrits en cis et en trans, (iii) d’étudier les prolongements de
transcription émanant des séquences d’insertion et de les comparer chez différentes
souches du pathogene, et (iv) d’étudier la fonction potentielle de ces transcrits sur les
génes environnants a partir d’'un ARN orienté en antisens d’un gene majeur de virulence,
fim2. Cette étude souleve I'hypothése que les IS, en plus d’inactivation par insertion
dans des séquences codantes, peuvent aussi agir constamment sur |'expression des
génes environnant par transcription d’ARN messagers et/ou d’ARN régulateurs. Ce
phénomeéne pourrait apporter de nouveaux éléments d’explication de I'adaptation du
pathogene a la pression vaccinale.
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Figure 16: Les différents types d’ARN régulateurs bactériens.

Il existe plusieurs types d'ARN régulateurs. Les ARN non codant (small RNA) sont soit
transcrits en antisens de leur cible en cis, auxquels cas ils peuvent étre complémentaires
des régions non traduites (UTR) ou de la séquence codante. lls peuvent également étre
transcrits a un autre endroit du génome en trans, possédant leur propre locus de
transcription, enfin ils peuvent étre transcrits ou issus du clivage d’un 3’'UTR de gene.
Les ARN régulateurs peuvent également étre des prolongements de transcription
d’ARNm. Il existe des longs 5" UTR qui peuvent se chevaucher, formant ce que I'on appel
des excludons ou des longs ARN antisens. De méme, de longs 3’UTR peuvent se
chevaucher. Les génes issus de ces structures codent généralement pour des fonctions
opposées. Enfin, il existe des ARN régulateurs trés structurés en 5’UTR de génes régulant
directement le niveau de transcription ou de traduction de ’ARNm qui en est issu. Les
riboswitches sont capables de lier une molécule appelée ligand pour réguler
I'expression du géne en aval, impliqué dans le métabolisme ou les réactions
enzymatiques de celle-ci. Enfin, les thermosenseurs sont des structures sensibles a la
température. La transcription ou la traduction du géne dépend de ce fait de la
température de culture. Ces derniers sont généralement utiles aux pathogeénes, la
température de I’hote étant différente des températures du milieu extérieur.

Barre grise : Génome bactérien. Fleches bleues : Géne cible/régulé. Fleche noire : Géne.
Fléches rouges: Locus d’ARN régulateur. Lignes ondulantes bleues : ARNm. Lignes
ondulantes rouges: ARN régulateur. Fleche noire fine : Départ de transcription /
promoteur. Figure de Svesson & Sharma, 2016
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Résultats et Discussions
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I. Annotation du transcriptome primaire de Bordetella
pertussis

Pour déterminer I'impact des 1S481 sur le transcriptome de Bordetella pertussis, la
premiere nécessité était de cartographier tous les types d’ARN du pathogéne. Pour cela,
nous avons déterminé le transcriptome primaire de la souche de laboratoire BpSM, un
mutant dérivé de la souche vaccinale Tohama | résistant a la streptomycine (Antoine
and Locht, 1990).

1. Annotation du transcriptome en condition Bvg*

Bordetella pertussis est un pathogene qui est retrouvé essentiellement virulent in
vivo (Byrd et al., 2013; Veal-Carr and Stibitz, 2005). De ce fait, le transcriptome primaire
a été déterminé en condition classique de culture pour maintenir le pathogéne en phase
Bvg* (Matériel et Méthodes 1).

i. Lességuencages ARN

Pour déterminer I'architecture globale des transcrits de Bordetella pertussis, nous
avons choisi de séquencer les ARN du pathogene en séquengage profond (« Deep RNA-
sequencing ») par une approche de séquencage Haut-Débit. Les librairies d’ADN
complémentaires ont été construites a partir des ARN totaux extraits du pathogene et
épuisés en ARN ribosomiques (Matériel et Méthode 3 & 4). Les ADN complémentaires
ont été séquencés et orientés sur le génome de fagon a distinguer les ARN transcrits du
brin positif des ARN transcrits du brin négatif.

La seconde approche de séquencgage choisie permet de prédire de nouveaux départs

de transcription, appelée séquencage différentiel d’ARN (« differential RNA-seq)

Bacterial cellular RNA pool
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Primary transcripts S'PPP  se—— - (+) cDNA, 5'PPP enriched
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Figure 17 : Prédiction de départs de transcription par séquencage différentiel d'ARN.
Cette technique consiste a séquencer une librairie dont les ARN ont été traités a la 5’
monophosphate exonucléase (TEX) avec une libraire dont les ARN n’ont pas été traités
(Gauche). Le traitement enrichit la librairie en transcrits primaires, présentant un
triphosphate sur leur extrémité 5’. Les enrichissements en départs de séquences de la
librairie TEX+ permettent de prédire de nouveaux départs de transcription (Droite).
Figure de Sharma & Vogel, 2014
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(Matériel et Méthode 5) (Figure 17) (Sharma and Vogel, 2014). Ce séquencage est basé
sur la comparaison du séquencgage de deux librairies dont les ARN ont été traités (TEX+)
ou non (TEX-) a la 5" monophosphate exonucléase. Cette enzyme dégrade les ARN non
primaires, issus de maturation ou de dégradation pour enrichir la librairie en transcrits
primaires. Cet enrichissement est obtenu grace a la spécificité de la TEX pour les
extrémités 3’ mono-phosphate des ARN non primaires. Cette technique permet de
prédire de nouveaux départs de transcription par comparaison de ces enrichissements
aprées alignement des séquences sur le génome. Quatre réplicas biologiques ont été
séquencés par séquencage différentiel, et un total de 36,7 millions de séquences a pu
étre aligné sur le génome de Bordetella pertussis.

ii. Prédiction de départs et annotation du transcriptome

La combinaison des deux approches de séquencage du transcriptome nous a permis
de déterminer a la fois I'architecture de chaque transcrit, de prédire de nouveaux ARN
et de quantifier leur abondance dans la cellule en phase de virulence. Ces prédictions
ont été obtenues par diverses analyses bioinformatiques permettant de déterminer les
départs de transcription (TSS), les structures opéroniques, les terminateurs de
transcription (Matériel et Méthode 17).

Les séguences obtenues ont été alignées sur le génome de Bordetella pertussis
Tohama | (NC_002929.2). Les données transcriptomiques ont été annotées a partir de
la fusion des données des réplicas de séquencage TEX- issues du séquencage
différentiel. L'alignement des séquences sur les brins spécifiques entraine entre 0,5 et
10% d’alignements non-spécifiques des séquences en antisens les unes par rapport aux
autres, engendrant des biais dans la prédiction de nouveaux transcrits (Levin et al.,
2010). Pour pallier a ce probléme, une approche de correction a été développée par
note collaborateur Fabian Amman pour détecter et corriger I'effet des séquences
erronées en antisens (Matériel et méthode 17). Le pourcentage d’erreur associé a
I’'annotation de novo du transcriptome de Bordetella pertussis est de 1,4% et a été pris
en compte dans la prédiction de I'architecture des ARN.

Les départs de transcription ont été prédits par le logiciel TSSAR par comparaison
des deux séquencages différentiels (Amman et al., 2014). Les départs de transcription
ont été sélectionnés avec un seuil d’enrichissement d’un facteur 2 minimum, et les
départs consécutifs séparés par moins de 10 paires de bases ont été fusionnés et ajustés
a I'enrichissement le plus important. Au total, 2722 TSS ont été prédits en condition
Bvg*. L’architecture des transcrits a été prédite en prenant compte des séquences en
antisens erronées, les prédictions de départ de transcription, I'annotation du génome
et les données de séquencage (Matériel et méthode 17).

iii. Visualisation des données

Les résultats de séquencage et les prédictions bioinformatiques ont été déposés
dans les banques de données (BioProject ID: PRINA430365) et téléchargés sur le centre
d’assemblage UCSC Genome Browser visible a I'adresse : http://bit.ly/2Euo5HZ.
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Figure 18: Visualisation des données de prédictions sur UCSC Genome Browser.
Les résultats de séquencage sont alignés sur le génome de Bordetella pertussis Tohama
| annoté et représenté sur un histogramme de profondeur. Les correspondances sont

annotées a droite des captures d’écrans. RNA-seq : Séquencage profond des ARN.
dRNA-seq : Séquencage différentiel des ARN
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Type de transcrit testé Nom du transcrit TSS prédit TSS publié TSS validé par 5'RACE

im2 - 1176514 1176514
(Chen et al. 2010)
1164 469 1164472
bipA 1164471
ARNmM 1164588 (Deora et al. 2001)
ptxA 3988233 L 3988233 . 3988 233
(Nicosia A & Rappuoli R. 1987)
SAM a 48 079 - 48 080
197 081
197 142
Glyci - 197 082
Riboswitches prédits Syene 197 190
197 284
SAH 3217242 - 3271247
3271247
BPnc180 776 799 - 776 799
BPnc468 1968 972 - 1968 972
ARN régulateurs non 3956913
dant prédit 3956 936
codant predits BPnco62 - 3956 960
3956951
3 956 960

Tableau 2: Position des TSS prédits et des TSS vaildés par 5'RACE sur séquencage a Haut-
Débit des transcrits candidats.

Les TSS choisis ont été testés pour des ARN messagers, des riboswitches prédits
(Résultats Chapitre 1, Partie 2, Sous-partie iii) et des ARN régulateurs potentiellement
non-codants prédits (Résultats Chapitre 2, Partie 1, Sous-partie 1)

La représentation visuelle regroupe les données de séquencage a ARN (TEX+, TEX-,
séquencage profond), alignées sur I'annotation du génome de Bordetella pertussis
Tohama | NC_002929.2 regroupant les séquences codantes, les pseudogenes, les
séquences d’insertion et les ARN de transfert et ribosomiques (Figure 18). Les résultats
de séquencage sont représentés en histogramme de profondeur pour chaque brin
d’ADN. Les corrections des séquences erronées sont également visibles dans la piste
« pooled RNAseq librairies ». Les prédictions de transcrits sont également alignées sur
le génome en parallele des séquencgages ARN.

2. Identification de I’architecture et des structures ARN

L'analyse des séquencages a ARN couplés a différents logiciels bioinformatiques
nous ont permis d’identifier la structure des ARN messagers, et d’identifier des
candidats ARN régulateurs couplés a leur transcription. Les départs de transcription
prédits ont été classés en fonction de leur orientation et de leur localisation sur le
génome en regard de I'annotation. Les TSS positionnés a moins de 250 pb en sens des
génes annotés ont été catégorisés comme TSS primaires pour le plus éloigné, et TSS
secondaires pour les autres. Certains TSS ont été catégorisés comme étant internes, ils
sont situés dans la séquence codante en sens du gene. Enfin, des TSS orientés en
antisens de gene et des TSS orphelins situés a plus de 250 pb des annotations seront
détaillés dans la seconde partie de résultats.
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i. Les ARN messagers mono- et polycistroniques

Sur les 2722 TSS prédits en condition Bvg*, 614 TSS ont pu étre identifiés comme TSS
primaires d’'un ARN messager mono- ou polycistronique, dont 99 d’entre eux présentent
au moins un TSS secondaire. Pour valider la solidité des prédictions de départ de
transcription, certains de ces TSS ont pu étre validés par 5’'RACE en séquencage a haut-
débit en suivant un protocole publié (Beauregard et al., 2013) (Matériel et Méthode 6)
(Tableau 2). Des TSS d’ARN messager et de prédictions d’ARN régulateurs ont été ainsi
validés. La position des TSS déterminée par 5'RACE est identique a celle des TSS prédits
par séquencage différentiel pour quasiment tous les candidats testés, seuls 3 TSS
prédits s’éloignent de 1 ou 2 bases de la position déterminée par 5'RACE. De plus, les
TSS testés des ARNm de fim2, bipA et ptxA par 5’RACE sont conforment aux TSS publiés
(Chen et al., 2010; Deora et al., 2001; Nicosia and Rappuoli, 1987).

Les séquences retrouvées en amont des TSS prédits ont été utilisées pour identifier
une éventuelle séquence consensus pour les boites -10 et -35 a I'aide du logiciel MEME
(Matériel et Méthode 17) (Bailey and Elkan, 1994) (Figure 19). La séquence consensus
de la boite -10 en amont des TSS, TANAAT, se rapproche de séquences retrouvées chez
d’autres procaryotes et est retrouvée plus de 385 fois sur les 614 TSS primaires
(TANNNT) (Narlikar, 2014). Cependant, aucune séquence consensus de la boite -35 n’a
pu étre retrouvée chez Bordetella pertussis.

Les données de séquencage a ARN ont été exploitées pour caractériser I'architecture
transcriptionnelle des génes codants annotés (Matériel et Méthode 17). L'analyse a
permis de prédire la structure des transcrits de 2262 genes sur les 3871 génes annotés
du génome de la souche Tohama |. La structure des genes manquant correspond pour
certains d’entre eux a des génes exprimés en phases Bvg ou Bvg', et ne sont pas
exprimés dans les conditions étudiées. Au total, 1315 structures ont été prédites, 838
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Figure 20: Prédiction des structures mono- et polycostroniques du transcriptome de la
souche Tohama I.
(A): Quantification du nombre de génes transcrits par cistrons. (B) : Comparaison des

prédictions opéroniques entre I'annotation développé et les prédictions de DOOR 2.0.

génes sont transcrits en monocistron et 477 sont transcrits en opéron polycistronique
(Figure 20A). La majorité des génes polycistroniques correspondent a deux geénes
cotranscrits et un polycistron regroupant jusqu’a 18 séquences annotées a pu étre
détecté. Les génes de cet opéron prédit (BP3626 a BP3643) correspondent a des génes
impliqués dans la traduction des ARN messagers.

Les génes mono- et polycistroniques prédits par notre analyse ont été comparés aux
prédictions du logiciel DOOR 2.0 (Mao et al., 2014) (Figure 20B) (Matériel et Méthode
17). Les extrémités des transcrits de 2151 génes ont été analysées par les deux
méthodes. Les deux méthodes ont prédits une organisation architecturale des transcrits
similaires pour 1840 de ces extrémités, co-transcrites ou non. Notre annotation prédit
une rupture opéronique dans 152 cas et une continuité de transcription dans 159 cas
qui ne sont prédites par DOOR 2.0. Cependant, les deux méthodes prédisent une
rupture dans 1121 cas, et une continuité de transcription dans 719 cas. L'architecture
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Figure 21: Validation de la co-transcription de 'ARNt BPt51 avec I'opéron de la toxine
pertussique.

Les prédictions de séquengage sont montrées sur la capture d’écran de gauche
représentant nos données de séquencage. L'indépendance de transcription de BPt51
avec l'opéron ptx-ptl a été testée par RT-PCR en utilisant deux couples d’amorces
différents. Les ADN complémentaires ont été générés avec les amorces Rg (amorce
antisens du gene pt/H) et Rt (amorce antisens de I’ARNt) et I'expression de chaque
transcrit a été validée indépendamment avec les amorces Fg/Rg (amorces sens et
antisens de pt/H) (Ligne 1) et Ft/Rt (amorces sens et antisens de BPt51) (Ligne 2). La co-
transcription de BPt51 et de ptlIH a été testé a partir des ADNc générés avec I'amorce Rt,
et amplifiés avec les amorces Fg/Rt (Ligne 3). T+ : Témoins positif de PCR, test des
amorces Fg/Rt sur de 'ADN génomique. T-: Témoin négatif de PCR en absence de

matrice ADN. M : Marqueur de taille. C : Controle négatif d’absence d’ADN génomique :
transcription inverse faite en absence d’enzyme.

transcriptomique des séquences codantes est retrouvée en majorité par les deux
méthodes.

L'opéron de la toxine pertussique a été prédit a 15 cistrons, incluant les genes de la
toxine, les génes du systeme de sécrétion de la toxine et un ARN de transfert. L'opéron
de la toxine pertussique est prédit a 14 cistrons avec le logiciel DOOR 2.0, et n’inclue pas
I’ARN de transfert a asparagine BPt51 (Figure 21). L'indépendance de transcription de
cet ARN de transfert a été testée par RT-PCR pour déterminer si celui-ci est co-transcrit
ou non avec I'opéron de la toxine pertussique (Matériel et Méthode 9). L'amplification
de 'ADN complémentaire a montré une jonction de transcription entre les deux
transcrits, ils seraient donc issus d’'une méme unité de transcription. La validation du
cistron renforce la qualité des prédictions issues de notre annotation du transcriptome
primaire.

ii. Les transcrits sans régions non codantes en 5’ : « leaderless »

L’architecture de certains ARN messagers montre un départ de transcription aligné
sur le codon d’initiation de la traduction de la séquence codante du géne. Sur les 614
TSS primaires, 35 d’entre eux ne présentent aucune séquence non codante en aval de
leur séquence codante (Tableau 3A).
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Gene

A ID* Name Predicted Function Functional categories Other start codon”
BP0109 rfbB dTDP-glucose 4,6-dehydratase Surface proteins no
BP0209 putative GntR-family transcriptional regulator Regulators no
yes: 8 codons
BP0O570 putative exported protein Surface proteins further
BP0690 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
BPO701 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
putative C-terminal region of
BP0O744 dehydrogenase(Pseudogene) Regulators no
BP1079 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
yes: 27 codons
BP1088 putative membrane protein Surface proteins further
BP1089 putative membrane protein Surface proteins no
yes: 21 codons
BP1116 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein further
BP1227 radA DNA repair protein Information transfer no
yes: 25 codons
BP1477 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein further
BP1556 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
yes: 4 and 19 codons
BP1983 putative extracellular solute-binding protein Surface proteins further
BP2131 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
yes: 24 codons
BP2145 putative ArsR-family transcriptional regulator Regulators further
BP2286 putative transcriptional regulator (MarR family) Regulators no
BP2312 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
BP2379 putative chaperonin Pathogenicity/Adaptation/Chaperones no
BP2467 hypothetical protein Unknown no
BP2571 putative MerR-family transcriptional regulator Regulators no
BP2720 putative TetR-family transcriptional regulator Regulators no
Central/Intermediary/misc
BP2905  glcD glycolate oxidase subunit metabolism no
BP3003 putative membrane protein Surface proteins no
BP3070 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
BP3222 ompR transcriptional regulatory protein OmpR Regulators no
BP3381 phage-related hypothetical protein no
BP3466 putative ArsR family transcriptional regulator Regulators no
BP3491 ndh putative NADH dehydrogenase Energy metabolism no
BP3534  basR response regulator protein Regulators no
Central/Intermediary/misc
BP3656 aroK shikimate kinase | metabolism no
BP3733 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
BP3745 conserved hypothetical protein Conserved/Hypothetical protein no
yes : 13 codons
BP3748 rpoH RNA polymerase sigma-32 factor Information transfer further
Central/Intermediary/misc
BP3768  hisD putative histidinol dehydrogenase metabolism no

a: ID: gene identification
b: Other start codon: Gene ORF were scanned for any Methionine residue within the first 30 annotated amino acids. The presence of a
methionine could indicate a wrong translation start annotation.

Numbre per Functional

Pval Hypergeo.

B Functional categories categories % test
Central/Intermediary/misc
metabolism 3 8.8 n.s.
Conserved/Hypothetical protein 11 323 n.s.
Energy metabolism 1 2.9 n.s.
Information transfer 2 5.8 n.s.
Pathogenicity/Adaptation/Chaperones 1 2.9 n.s.
Regulators 9 26.5 0.0014
Surface proteins 6 17.6 n.s.
Unknown 1 2.9 n.s.

Tableau 3: Prédictions de genes "leaderless".
(A) : Liste des genes prédits sans région non codantes en 5’. ID : Identifiant du géne. (B) :
des genes évalué par calculs
hypergéométriques. Pval hypergeo test : P-value des proportions hypergéométriques.
N.s.: Non-significatif. Tests calculés
https://www.geneprof.org/GeneProf/tools/hypergeometric.jsp

Enrichissement des

catégories de fonctions

en utilisant le site :
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Figure 22: Configuration des prédictions des longues régions non traduites en 5' de
génes (5'UTR).

Les analyses ont permis de prédire des long 5'UTR de plus de 100 nucléotides, des
riboswitches, des 5'UTR potentiellement régulateurs en antisens de genes, et un
excludon recouvrant la totalité d’un géne en sens opposé et en aval de la séquence
codante du gene auquel il appartient. Un exemple de chaque cas est illustré ci-dessus.

Pour 7 de ces genes, un second codon d’initiation potentiel a été trouvé et
pourraient résulter d’'une annotation erronée des séquences codantes. La majorité des
genes « leaderless » codent pour un régulateur transcriptionnel (26%) (Tableau 3B). Les
autres codent en majorité pour des protéines hypothétiques de fonction encore
inconnue. La représentation de la classe ‘régulateur transcriptionnel’ est significative
(p-value = 0,0014), elle inclue le régulateur transcriptionnel ompR, prédit comme étant
co-transcrit avec le géne risK par notre annotation. Le facteur sigma 32, codé par le géne
rpoH impliqué de la réponse aux chocs thermiques, est également prédit « leaderless »
(Grossman et al., 1987). Ces transcrits représentent 0,90% de la totalité des séquences
annotés, proportion similaire a celle retrouvée chez d’autres especes procaryotes
(0,46% pour Helicobacter pilory, 0,48% pour Salmonella typhimurium et 1,41% pour
Klebsiella pneumonia) (Kroger et al., 2012; Seo et al., 2012; Sharma et al., 2010).
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iii. Les extrémités non traduites en 5’ des ARN messagers

A l'instar des transcrits « leaderless », 120 transcrits annotés possedent des régions
non traduites en 5’ d’une taille supérieure a 100 nucléotides. Les longues régions non
codantes en 5’ sont souvent des structures complexes ayant un role de régulateur de la
transcription ou de la traduction du géene en aval (Oliva et al., 2015; Svensson and
Sharma, 2016). L’analyse du transcriptome de Bordetella pertussis en phase Bvg' a
permis d’identifier et de prédire différentes structures potentiellement régulatrices
(Figure 22).

Parmi les long 5’UTR, certains d’entre eux se retrouvent en antisens des transcrits
des genes en amont. Les structures prédites par notre annotation montrent qu’il existe
37 longs 5’UTR chevauchant entre deux génes. Cette organisation remarquable est le
siege de régulations potentielles. Un de ces chevauchements, donné par le promoteur
de BP1203, recouvre la séquence codante entiere du géne opposé en aval, BP1202.
Cette structure correspond a la définition d’un excludon, déja montré chez d’autres
pathogénes, notamment chez Listeria monocytogenes (Sesto et al., 2013).

Certains de ces longs 5’UTR ont été prédits comme étant des riboswitches in silico a
I'aide du logiciel Infernal (Matériel et Méthode 17) (Tableau 4A) (Nawrocki, 2014). Les
riboswitches sont des 5’UTR de genes ayant une structure tertiaire complexe, capable

E| Cible Rfam ID Localisation Départ Fin Brin E-value

SAM_alpha RFO0521 BPO047_promoter_47985_48208 48078 48158 + 3.7e-08

Glycine RFO0504 BP0195_promoter_197008_197462 197088 197180 + 2.8e-11

Glycine RFO0504 BP0195_promoter_197008_197462 197202 197321 + 7.3e-12

PP RFO0059 BP0206_promoter_209453_209831 209596 209707 + 2.4e-07

FMN RFO0050 BP0471_promoter_481772_482205 481881 482034 + 3.1e-29

SAH_riboswitch RF0O1057 BP3068_promoter_3270966_3271305 3271127 3271247 - 4,1e-09

YybP-ykoY (manganese) RFO00B0 BP3410_promoter_3619131_3619507 3619234 3619427 - 9.6e-15

Cobalamin RFO0174 BP3595_promoter_3811442_ 3811838 3811547 3811706 + 1.1e-11
Départ de Fin de TSS en amont Prédiction d'ARN non

Symbole _ Aliases Description prédiction prédiction Brin (>100nt) codant

glyQ BP0033, glyS(a) glycine-—-tRNA ligase sous-unité alpha 37013 37924 + - -

glyS BPO034, glyS(b) glycine--tRNA ligase sous-unité béta 37926 40064 + -

args BPO115 arginine--tRNA ligase 111937 113724 - Oui

metG BPO180 methionine--tRNA ligase 178634 180712 -

asps BPO709, tls aspartate--tRNA ligase 723420 725210 +

lysS BP1102, asuD, herC lysine--tRNA ligase 1151365 1152885 -

trps BP1143 tryptophan--tRNA ligase 1206090 1207445 + - -

thrs BP1497 threonine--tRNA ligase 1574769 1576718 + Oui BPnc372

ileS BP1753, ilvs isoleucine--tRNA ligase 1837609 1840470 - - -

alas BP1836, lovB alanine--tRNA ligase 1927646 1930270 + - BPncd58

cysS BP1908 cysteine--tRNA ligase 2010516 2011976 + Oui BPncd80

leus BP2044 leucine--tRNA ligase 2161527 2164184 = =

hisS BP2198 histidine--tRNA ligase 2319344 2320648 - - BPnc552

vals BP2203 valine--tRNA ligase 2324418 2327300 + - BPnc552

BP2470 BP2470 serine--tRNA ligase 2612694 2614049 -

pheT BP2573 phenylalanine--tRNA ligase sous-unité béta 2724449 2726866 - - BPnc652

phes BP2574 phenylalanine--tRNA ligase sous-unité alpha 2726879 2727901 - - BPnc652

tyrS BP2954 tyrosine--tRNA ligase 3141499 3142728 - Oui -

Bltx BP2978 glutamate--tRNA ligase 3166143 3167525 + Oui

glnS BP3226 glutamine--tRNA ligase 3438453 3440216 + - -

pros BP3348, drpA proline--tRNA ligase 3569728 3571458 - - BPnc848

Tableau 4: Prédictions de riboswitches sur le génome de la souche Tohama I.

(A) : Prédictions issues du logiciel Infernal. (B) : Liste des tRNA-ligases de Bordetella
pertussis Tohama | et des riboswitches potentiels. Les genes ayant un long 5'UTR et/ou
une prédiction d’ARN non codant régulateur sont susceptibles d’avoir un riboswitch sur
leur extrémité 5.
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de masquer la séquence de fixation du ribosome pour empécher la traduction de I’ARN
messager, ou de former un terminateur de transcription pour détacher I’ARN
polymérase de la matrice ADN (De Lay and Garsin, 2016; Oliva et al., 2015; Stazic and
Vol3, 2016; Svensson and Sharma, 2016). L’activation ou l'inhibition de la transcription
ou de la traduction dépend de la liaison d’un ligand, une molécule impliquée dans la
fonction du géne en aval, déstructurant le riboswitch. Cette déstructuration peut
masquer ou libérer la séquence de fixation du ribosome, ou former ou déstabiliser un
terminateur de transcription.

Les riboswitches et leur ligand prédits sont listés dans le tableau 4A. Les TSS prédits
de 3 de ces riboswitches ont été validés par 5’RACE : pour le SAM alpha riboswitch, le
SAH riboswitch et le riboswitch liant la glycine (Tableau 2). D’autres riboswitches
peuvent lier des ARN de transfert pour moduler I'expression des ARN-t ligases (Condon
et al., 1996; Grundy and Henkin, 1993). Ce type de riboswitch n’est pas prédit par le
logiciel Infernal, cependant certains de ces génes codant pour des ARNt-ligase ont été
prédits avec de longs 5’UTR ou des prédictions d’ARN non codant potentiels détaillés
dans le deuxiéme chapitre des résultats (Tableau 4B). Sur les 21 génes d’ARNt-ligases,
des TSS de plus de 100 pb en amont ont été prédits pour 5 de ces génes, et des
prédictions d’ARN non codant en 5’ ont été prédites pour 8 de ces génes. Au total, 11
de ces génes pourraient présenter un riboswitch potentiel sur leur extrémité 5’.

Les extrémités prédites comme riboswitch ont été validées par RT-PCR (Figure 23).
Les prédictions et les transcrits messagers ont une jonction commune pour le riboswitch
SAM, Glycine, TPP, SAH et ARNt-tyrosine. Les riboswitches FMN, yybP-ykoY et
Cobalamine ont été détectés par RT-PCR (Ligne 1), cependant I’ARN messager ne semble
pas transcrit (ligne 2) et expliquerait I'absence du signal de la jonction commune en ligne
3. Ces riboswitches sont prédits pour inhiber la transcription de I’ARN messager par la
formation d’un terminateur de transcription (Dambach et al., 2015; Pedrolli et al., 2015;
Polaski et al., 2016). L'absence d’ion manganese, la présence d’adénosylcobalamine et
de flavine mononucléotide dans le milieu de culture inhiberait donc I'expression des
génes BP3410, BP3595 et ribB.

iv. Les extrémités non traduites en 3’ chevauchantes

L'annotation du transcriptome primaire a également permis de détecter de
nombreux chevauchements antisens d’ARN messagers en 3’UTR. Au total, 89 transcrits
chevauchants ont pu étre comptabilisés, dont 66 avec un chevauchement de plus de 100
nucléotides. Un de ces exemples concerne les génes du systéme a deux composants
bvgAS, et du gene codant le catalyseur de GMP bvgR. Le transcrit de bvgR s’étend sur
plus de 400 nucléotides en antisens du transcrit de bvgAS, et le transcrit de bvgAS
s’étend sur plus de 170 nucléotides en antisens du transcrit de bvgR (Figure 24). De ce
fait, les deux transcrits se chevauchent de 630 nucléotides, comprenant la région
intergénique entre les deux annotations. Ces prolongements de transcription ont pu
étre validés par RT-PCR en utilisant deux couples d’amorces spécifiques de chaque
transcrits.
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Figure 23: Validation des longs 5'UTR prédits comme riboswitch par RT-PCR.

Le plan de RT-PCR est détaillé précédemment, avec un test de prédiction en 5’ (Figure
21). Les ADNc ont été générés avec les amorces Rt (antisens du riboswitch prédit) et Rg
(antisens du géne). Les transcrits ont été détectés avec les amorces Fg/Rg (ARNm, ligne
2), Ft/Rt (Riboswitch, ligne 1) et Ft/Rg (Test de jonction, ligne 3).
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Figure 24: Validation du chevauchement des transcrits de bvgAS et de bvgR par RT-PCR.
L’annotation du transcriptome primaire a prédit un chevauchement des extrémités 3’
des deux transcrits (Haut). La validation du chevauchement par RT-PCR suit le méme
plan qu’en figure 21. Rapidement, les transcriptions inverses ont été faites avec les
amorces Rt (3’UTR) et Rg (Gene annoté) et amplifiés avec les amorces Fg/Rg (Géne
annoté, ligne 1), Ft/Rt (3’UTR, ligne 2) et Fg/Rt (Test de prolongement, ligne 3).

D’autres transcrits impliqués dans la virulence montrent des chevauchements de
leur extrémité 3’. Par exemple, I'opéron du systeme de sécrétion des adhésines, codé
par fimB, fimC, fimD et fhaC, s’étend en antisens d’un autre opéron, comprenant les
génes BP1885, BP1886 et BP1887, codant pour une protéine membranaire et une
protéine exportée dont la fonction reste encore inconnue, sur 215 nucléotides. Un autre
exemple, le transcrit du gene fhal s’étend sur plus de 500 nucléotides en antisens de
I'opéron aroG, BP2909 et BP2910 impliqués potentiellement dans la biosynthése des
acides aminés.

3. Discussion : Architecture et régulateurs non-indépendants

Le couplage du séquencage a ARN profond et du séquencage a ARN différentiel a
permis d’établir I'architecture globale du transcriptome primaire de Bordetella pertussis
en condition Bvg*. Le nombre de TSS et de genes annotés révele une architecture dans
laguelle la majorité des génes sont exprimés, incluant certaines séquences d’insertion,
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et des structures régulatrices potentielles qui n’étaient pas encore détaillées chez le
pathogéne de la coqueluche. La mise en évidence de 2722 TSS, dont certains ont été
validés par 5’RACE, et de 1315 structures validés par RT-PCR pour nombre d’entre elles
ont permis de recouvrir I'architecture de 2262 genes annotés sur 3871. La co-
transcription de lI'opéron de la toxine pertussique avec 'ARN de transfert BPt51,
possédant I'anticodon GTT, nécessaire a l'incorporation de Valine, pourrait définir un
autre niveau de régulation. Chez d’autres bactéries, I'usage des codons régule la
quantité de protéines, leur sélection et leur exportation dans le milieu extracellulaire
(Korkmaz et al., 2014; Ran et al., 2014). L'ARN de transfert valine possédant I'anticodon
GTT serait surexprimé en phase Bvg*, la toxine pertussique étant un gene de classe |
(Melvin et al., 2014). Ce codon pourrait étre utilisé principalement pour les génes tardifs
de virulence de classe |, co-exprimés avec la toxine pertussique.

La majorité des ARN mono- et polycistroniques présentent des structures
régulatrices prédites en 5" ou en 3’ de ces transcrits. Ces éléments de régulation
pourraient également étre affectés par les remaniements chromosomiques induits par
les 1S481, comme cela I'a déja été montré pour I'expression des genes (Brinig et al.,
2006). La description du transcriptome primaire a révélé un réseau de régulation
potentiel tres complexe comme cela a déja été observé chez d’autres procaryotes. Cette
complexité du réseau de régulation pourrait étre en lien avec la pathogénicité et
I’efficacité de ces pathogenes (Sharma et al., 2010; Stazic and Vol3, 2016). Certains ARN
messagers sont transcrits au départ du codon d’initiation de la traduction, appelés ARN
messagers « leaderless », représentant 0,90% de la totalité des genes annotés. Ces
génes correspondent en majorité a des régulateurs transcriptionnels chez Bordetella
pertussis, dont nombre d’entre eux codent pour des protéines de type HU, capables de
lier FADN. La surreprésentation de cette catégorie de genes a déja été observée chez
Deinococcus deserti et Deinococcus radiodurans, ils sont essentiels pour la survie de ces
especes en environnement extréme (Bouthier de la Tour et al., 2015). L’absence de site
de fixation du ribosome remet en question notre paradigme du mécanisme
traductionnel des ARN messagers, ceux-ci sont traduits a partir d’extrémités 5" AUG
phosphatées, reconnues directement par le ribosome chez Escherichia coli (Brock et al.,
2008; Giliberti et al., 2012). Il a été montré que ces transcrits peuvent étre régulés,
transcrits et traduits en réponse a un stress, ou en fonction de la disponibilité des
protéines impliquées dans la machinerie traductionnelle (Moll et al., 2002; Vesper et al.,
2011). La majorité de ces ARN codant pour des régulateurs transcriptionnels, il se
pourrait que ces ARN messagers « leaderless » soient traduits peut étre moins
efficacement que les ARN messagers canoniques, mais de facon plus fidele pour
répondre efficacement a un stress environnemental (Kozak, 1991; Malys and McCarthy,
2011; Moll et al., 2002; O’Donnell and Janssen, 2001).

A l'opposé des ARN messagers « leaderless », plusieurs transcrits mono- et
polycistroniques présentent des 5'UTR supérieurs a 100 nucléotides. Certaines de ces
structures correspondent a des prédictions de riboswitches, validés pour nombre
d’entre eux par RT-PCR. Certains de ces riboswitches peuvent lier des co-facteurs
enzymatiques (SAM, SAH, FMN, TPP et Cobalamine), permettant a la cellule de s’adapter
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rapidement a la production ou la quantité de ces facteurs présents dans
I’environnement (Oliva et al., 2015; Pedrolli et al., 2015; Polaski et al., 2016). D’autres
de ces riboswitches peuvent lier des acides aminés, comme la glycine, ou encore les ARN
de transfert, pour réguler les composants de la machinerie traductionnelle (Grundy and
Henkin, 1993; Hot et al., 2011). Le riboswitch prédit du gene thrS a déja été mis en
évidence chez Bacillus subtilis, permettant de limiter la production d’ARNt ligase en
absence de tyrosine. Enfin, un autre riboswitch, yybP-ykoY, peut lier les ions métalliques,
comme le manganése (Dambach et al., 2015). Les ions sont considérés comme un des
éléments essentiels pour I'infection chez les pathogénes, et notamment chez Bordetella
pertussis (Beall, 1998; de Gouw et al., 2011). L’adaptation rapide a la quantité de métaux
et de cofacteurs peut étre un élément de régulation supplémentaire, encore non
documenté, nécessaire a différentes étapes de linfection du pathogéne. La
caractérisation du transcriptome primaire n’a, cependant, pas permis de prédire des
thermosenseurs, structures activant ou inhibant la transcription ou la traduction de
génes en aval en fonction des changements de température, un attrait important dans
la virulence du pathogene (Dupré et al, 2015, 2013). La détection de ces
thermosenseurs nécessiterait des études transcriptomiques approfondies sur des
cellules cultivées a différentes températures. Cependant, parmi la détection des 120
longs 5’UTR supérieurs a 100 nucléotides a 37°C, plus 10 d’entre eux ne sont pas prédits
comme des structures antisens ou des riboswitches. Il est possible que ceux-ci
correspondent a d’autres structures régulatrices, notamment a des thermosenseurs
potentiellement impliqués dans les étapes de I'infection de I’héte.

Une large proportion des ARN mono- et polycistroniques se prolongent en antisens
des génes environnant, par leur extrémité 5 ou leur extrémité 3’. Les 5'UTR
chevauchant en antisens de deux genes résultent en une compétition d’expression. Le
degré d’activation de ces geénes va permettre, en fonction des changements
environnementaux, d’exprimer uniquement I'un ou l'autre de ces genes. Cette
définition s’applique également a I'excludon BP1203, recouvrant entierement la
séquence de BP1202, un régulateur transcriptionnel de la famille TetR. Ces deux génes
auraient, selon cette définition, des fonctions opposées, phénomene déja observé pour
la régulation des flagelles chez Listeria monocytogenes (Sesto et al., 2013; Wurtzel et al.,
2012). Le 5’UTR du géne codant pour MogR, le répresseur de la motilité, est transcrit en
antisens des deux premiers genes de |'opéron codant pour le flagelle. Différentes
familles de génes présentent des 5’UTR orientés en antisens des genes environnant chez
Bordetella pertussis, reflétant un réseau de régulation complexifié par des compétitions
de niveau d’expression de génes de fonctions opposées.

La majorité des transcrits antisens détectés provient des 3’UTR issus des ARN mono-
et polycistroniques, se prolongeant jusqu’a plus de 400 nucléotides en aval de certains
d’entre eux. Ce systeme de régulation serait également un systéme de répression entre
deux génes de fonctions potentiellement opposées (Brantl, 2007; Lasa et al., 2012;
Thomason and Storz, 2010). Plusieurs prolongements de transcrits en 3’ ont été mis en
évidence en déterminant le transcriptome primaire, certains sont impliqués dans la
virulence de Bordetella pertussis. L'un des exemples les plus frappants concerne le
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principal régulateur de la virulence, le systtme a deux composants BvgAS. Le
prolongement de transcription des génes bvgAS et bvgR pourrait ajouter un nouveau
niveau de régulation de I'expression du phosphorelai et de la virulence du pathogene.
L’expression de BvgR étant modulée par BvgA phosphorylé pour catalyser le cyclique di-
GMP en GMP, la phosphorylation de [I'activateur transcriptionnel activerait la
transcription de bvgR, se prolongeant en antisens, entrainant une boucle de
rétrocontréle potentielle de I'expression de bvgAS dépendant de I'activation de facteurs
sigma. Les transcrits antisens pourraient de ce fait jouer un role fondamental lors des
différentes étapes de I'infection.

L’analyse du transcriptome primaire de Bordetella pertussis en condition Bvg* a
permis d’identifier de nouvelles structures régulatrices non-indépendantes issues de
prolongements des ARN messagers sur leurs extrémités 5’ et/ou 3’. Le remaniement du
génome du pathogéne induit par les IS481 pourrait altérer I'expression de ces structures
régulatrices et potentiellement affecter la régulation des genes de virulence et altérer
I’expression des antigenes utilisés dans le vaccin acellulaire. Les diversités génomiques
inter-souches se refletent également dans la diversité du transcriptome non codant
régulateur (Kopf et al., 2015). Elle concerne principalement une catégorie majeure de
transcrits, les ARN régulateurs indépendants, majoritairement non codants (Svensson
and Sharma, 2016). Le transcriptome primaire de Bordetella pertussis a donc été analysé
également dans le but d’identifier des ARN indépendant et potentiellement régulateurs.
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II. Mise en évidence des ARN régulateurs indépendant

Les ARN messagers transcrits en conditions Bvg* ainsi que leurs structures
particulieres, comprenant pour certains des éléments régulateurs potentiels, ont été
annotés. Cependant, plusieurs transcrits révélés par notre étude ne correspondent a
aucune annotation actuelle des séquences codantes, et ont pour la plupart été notés
comme des candidats ARN régulateurs indépendant potentielles.

1. Edification d’une liste de prédictions d’ARN régulateurs non codants

Une liste de prédiction d’ARN régulateurs potentiellement non codant a été générée
a partir des prédictions issues de I'annotation du transcriptome du pathogene en
condition Bvg®*, couplée a des prédictions de différents logiciels bioinformatiques. Ces
deux approches prédictives nous ont permis d’édifier une liste exhaustive de prédictions
de candidats ARN régulateurs, disponible en tableau supplémentaire S1
(https://tinyurl.com/y7el869z). Les prédictions ont été annotées dans l'ordre de
coordonnée sur le génome et nommées « BPncXXX » pour « Bordetella pertussis non
coding RNA prediction number XXX ».

i. Prédictions issues des séquencages a ARN

Sur les 2722 TSS prédits issus de I'’étude du transcriptome primaire de Bordetella
pertussis, 244 ont été définis comme étant orientés en antisens des géenes annotés,
correspondant potentiellement a de nouveaux ARN régulateurs non codant. De plus,
118 TSS ont été identifiés dans les régions intergéniques. Ces derniers se retrouvent a
plus de 250 nucléotides en amont ou en aval des transcrits annotés orientés dans le
méme sens, et ont donc été qualifiés de TSS orphelins. Au total, 362 ARN régulateurs
indépendant ont été prédits a partir du séquencage a ARN différentiel. Les TSS de trois
ARN régulateurs prédits ont été validés par 5'RACE pour les prédictions BPnc180,
BPnc468 et BPnc962 (Résultats chapitre 1, Tableau 2) (Matériel et Méthode 6).

Le séquengage profond du transcriptome de Bordetella pertussis a permis de
détecter 268 structures ARN, alignées soit en antisens des séquences codantes
annotées, soit en région intergénique sans géne annoté. Ces prédictions de transcrits
absent de I'annotation actuelle du génome de la souche Tohama | ont été catégorisées
comme candidats ARN régulateur non codant.

ii. Prédictions in silico

Pour compléter la liste de prédictions de candidats ARN régulateurs non codant, des
prédictions issues de I'analyse du génome de la souche Tohama | par des logiciels
bioinformatiques ont été ajoutées. Trois algorithmes différents, basés sur différents
criteres de prédiction, ont été utilisés dans le but d’étoffer la liste (Matériel et Méthode
17).LU’algorithme SIPHT (sRNA Identification Protocole using High-Throughput
Technologies) se base sur la conservation de séquences localisées en amont des
terminateurs de transcription Rho-dépendant prédits ici par TransTerm HP (Livny, 2012).
Le second algorithme, NAPP (Nucleic Acid Phylogenetic Profiling), se base sur la
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In silico
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Figure 25: Diagramme de Venn comparant le nombre de prédictions d'ARN régulateurs
potentiellement non codant retrouvés par chaque approche.
In silico : Cumul des prédictions des algorithmes SIPHT, NAPP et RNAz. dRNA-seq :
Prédictions issues du séquencage a ARN différentiel. RNA-seq : Prédictions issues du
séquencage profond des ARN totaux. Orphans: Prédictions localisées en régions
intergéniques. Antisense : Prédictions orientées en antisens des genes annotés.

comparaison de séquences en mosaiques localisées dans les régions intergéniques (Ott
et al., 2012). Enfin, le dernier algorithme, RNAz, se base sur la prédiction de structures
ARN stables et sur la conservation de ces structures au sein des especes
phylogénétiquement proches (Gruber et al.,, 2010). Cette derniére, déja utilisée
auparavant, a été étendue a une liste de 18 especes proches appartenant au genre
Burkholderiale dont le génome est annoté. Au total, les approches in silico ont permis
de détecter 496 prédictions de candidats ARN non codant régulateurs. Ces approches
sont tres complémentaires, uniqguement 16 prédictions sont retrouvées par les trois
algorithmes, et uniquement 80 retrouvées par deux des trois méthodes.

iii. Comparaison des approches prédictives

La combinaison des trois approches a permis de prédire 978 candidats ARN
régulateurs non codant (Tableau supplémentaire S1). Le cumul de ces approches permet
d’élargir la liste des prédictions, avec une grande complémentarité, uniquement 12
prédictions sont retrouvées par les trois approches (Figure 25). Cette cartographie des
candidats ARN régulateurs non codant comprend un total de 381 antisens de génes
annotés, et 597 nouveaux transcrits prédits et localisés dans des régions intergéniques.
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Nom du Début de Fin de Prédiction in Prédiction Prédiction |Test de Détection par ) . Cette Hotetal,
candidat | prédiction prédiction silico par;:l;NA- par RNA-seq Northern Blot Orientation étude 2011
BPNnc006 10396 10512 V) - - Non détecté - v
BPnc008 11752 11752 - \ \ Validé par NB < v
BPnc035 168998 169072 v - - Non détecté - 4
BPnc082 364288 364389 v - - Validé par NB < v
BPnc109 488484 488614 v - - Validé par NB < v
BPnc180 776391 776820 - Vv \ Validé par NB < v
BPnc181 784618 784619 - Vv - Non détecté - v
BPnc199 868916 869224 Vi \ - Non détecté - v
BPnc218 978089 978089 - Vv - Validé par NB > v
BPnc233 1014574 1014783 v - - Validé par NB < 4
BPnc264 1175905 1175906 - v - Validé par NB > 4
BPnc344 1483831 1483831 - V) v Validé par NB > v
BPnc355 1494111 1494207 v - - Validé par NB > v
BPnc363 1510669 1510822 v v v Validé par NB > v
BPnc370 1564905 1565002 v - - Non détecté - v
BPnc375 1581003 1581151 Vi Vv Vv Validé par NB > v
BPnc384 1626733 1627267 v \ v Validé par NB < v
BPnc392 1647741 1647741 - Vv - Validé par NB < v
BPnc425 1819837 1819911 v - - Non détecté - 4
BPnc451 1888983 1889132 v ) - Validé par NB > 4
BPnc452 1894765 1894865 v - - Non détecté - v
BPnc465 1941726 1941817 v - - Validé par NB < v
BPnc468 1968769 1968976 - v v Validé par NB < v
BPnc469 1980441 1980592 - - Vv Validé par NB - v
BPnc494 2127981 2128089 v - - Validé par NB < v
BPnc519 2208284 2208636 Vi - - Non détecté - v
BPnc560 2375218 2375428 - Vv Vv Non détecté - v
BPnc588 2503141 2503239 v - - Non détecté - 4
BPnc627 2612002 2612166 v - - Non détecté - 4
BPnc629 2623936 2624241 v v v Validé par NB < v
BPnc640 2699393 2699489 v - - Validé par NB > v
BPnc642 2703571 2703802 v - v Non détecté - v
BPnc651 2723562 2723632 V' - - Non détecté - v
BPnc656 2739741 2740028 - - Vv Validé par NB < v
BPnc670 2835490 2835490 - \ - Non détecté - v
BPnc741 3099552 3099726 Vv \ - Validé par NB < v
BPnc748 3138544 3138544 - v - Validé par NB < 4
BPnc755 3173584 3173723 v - - Validé par NB < 4
BPnc758 3178089 3178339 v - - Validé par NB > v
BPnc783 3263690 3263815 v - - Validé par NB < v
BPnc807 3362907 3363416 v Vv \ Validé par NB < v
BPnc811 3378749 3378863 Vi - - Non détecté - v
BPnc861 3597094 3597159 Vi - - Non détecté - v
BPnc863 3597269 3597434 - - V' Non détecté - v
BPnc870 3605201 3605397 v - - Validé par NB > v
BPnc875 3617998 3618072 v v - Validé par NB < 4
BPnc878 3651305 3651533 - - v Validé par NB < v
BPnc923 3825740 3825895 v - - Non détecté - v
BPnc947 3896305 3896451 v - - Validé par NB >et< v
BPnc962 3956825 3957191 Vi Vv \ Validé par NB < v
BPnc968 3992002 3992388 - Vv \ Non détecté - v
BPNnc969 3999760 3999761 - Vv - Non détecté - v
BPnc972 4041724 4041777 Vi - - Validé par NB < v
BPnc977 4077015 4077111 \ - - Non détecté - v

Tableau 5 : Validation des prédictions d’ARN régulateurs non codant par Northern Blot.
Chaque prédictions est indiquée avec ses coordonnées sur le génome, la ou les
approche(s) ayant permis leur prédiction, et I'orientation détectée par Northern Blot.
L’étude ayant testé chaque prédiction est également indiquée (Cette étude : étude
actuelle ; Hot et al., 2011 : études précédentes). In silico : Prédictions bioinformatiques.
dRNA-seq : Prédictions issues du séquencage a ARN différentiel. RNA-seq : Prédictions
issues du séquencage profond des ARN totaux. NB : Northern Blot.
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Pour évaluer la fiabilité de cette liste de prédiction, certaines de ces prédictions ont
été testées en Northern Blot (Matériel et Méthode 7). Les candidats ont été testés en
condition classique de culture c’est-a-dire en phase Bvg' (Tableau 5) (Figures
Supplémentaires 1 et 2). La précision et la sensibilité de chaque approche a été calculée
en cumulant les candidats testés dans cette étude (38) et de ceux testés précédemment
dans la publication Hot et al., 2011 (16). Les prédictions in silico ont la précision la plus
faible avec 59%, alors que le séquencgage différentiel atteint une précision de 74% et le
séquencage profond une précision de 76%. En considérant deux des trois approches une
précision de 86% est atteinte et si les prédictions par les trois approches sont cumulées,
une précision de 100% est atteinte. Cependant, la sensibilité de prédiction de chaque
méthode séparée reste faible. Le séquencage profond a une sensibilité de 40%, le
séquencage différentiel une sensibilité de 51% et les approches bioinformatiques de
67%. La faible sensibilité de chaque méthode prise individuellement illustre I'intérét de
combiner plusieurs approches prédictives.

2. Sélection et validation des prédictions d’ARN régulateurs indépendant

Les trois approches prédictives ont permis de prédire I'existence d’ARN régulateurs
soit orientés en antisens de genes, soit localisés dans des régions intergéniques (Figure
26). Cependant, I'analyse de certaines de ces prédictions a permis de distinguer des
structures particulieres, probablement non-indépendantes de transcrits de genes ou de
séguences annotées, indiquées dans la ligne « commentaire » du tableau des
prédictions (Tableau supplémentaire S1).

i. Prédictions d’ARN non indépendant

Parmi la liste de prédictions, 29 d’entre elles correspondent a des espaceurs
transcriptionnels internes ou externes (ITS et ETS), des structures ARN non traduites
localisées aux extrémités 5’ ou 3’, ou encore entre deux séquences codantes ou deux
séquences d’ARNt (Lalaouna et al., 2015). Les 11 ITS ont été prédits par les analyses in
silico et comprennent 2 ITS d’ARNt et 9 ITS d’ARNr. Les 18 ETS ont été majoritairement
prédits par les analyses in silico également, seules trois d’entre elles ont été prédites par
les séquencages. Les ETS prédits se situent aux extrémités 3’ des ARNt pour 15
prédictions.

Certaines prédictions sont localisées a moins de 150nt et orientées dans le méme
sens que des séquences codantes annotées. Au total, 144 prédictions de candidats ARN
régulateurs non codant pourraient correspondre a des 3'UTR, et 175 prédictions
pourraient correspondre a des 5’UTR. L'indépendance de transcription d’ARN validés en
Northern Blot et localisés en 5’"UTR ou en 3’UTR de géne a été testée par RT-PCR (Figure
27) (Figure Supplémentaire S1) (Matériel et Méthode 9). BPnc363 et BPnc375 sont
transcrits indépendamment de ppsA et de pts/ respectivement. Cependant, BPnc513 est
cotranscrit avec 'ARN messager de BP2055, et serait un long 5'UTR. BPnc451 est
également cotranscrit avec I’ARN messager de ptpA, et serait le 3’UTR de ce géne.
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Figure 26: Configurations des prédictions d'ARN régulateurs non codant.

Les prédictions d’ARN régulateurs sont localisées dans des régions intergéniques,
donnant des potentiels régulateurs en trans, ou en antisens de genes, donnant des
potentiels régulateurs en cis. Certaines prédictions correspondent a des espaceurs
transcriptionnel internes ou externes (ITS, ETS, fleche noire), ou encore a des longs 5’
ou 3’UTR. Chaque exemple est illustré ci-dessus.

Cependant, les prédictions localisées en 3’"UTR de génes pourraient correspondre a
des ARN régulateurs indépendants, co-transcrits ou non avec ’ARN messager en amont
(Chao et al., 2012; Miyakoshi et al., 2015a; Ren et al., 2017). Leur caractéristique d’ARN
régulateur potentiel a été testée dans la partie suivante de ce chapitre.

ii. Validation des ARN régulateurs potentiels

Les prédictions testées par Northern Blot ont permis de valider 22 nouveaux
transcrits (Figure Supplémentaire S1 et S2). Par ailleurs, le logiciel Infernal a prédit la
position de trois ARN identifiés chez d’autres procaryotes, le motif sucA, un élément
pouvant correspondre a un riboswitch chez les Burkholdériales (BPnc255), I’ARN 4,55
SRP (« Single Recognition Particule ») (BPnc384), et I'ARN toxique des
bétaprotéobactéries (BPnc807) (Kimelman et al.,, 2012; Miralles, 2010; Peterson and
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BPNCXXX Gene

Transcription

(a)

o) =

Rt Rg

1-RTavecRtetRg
2 - PCR avec Ft/Rt, Fg/Rg, et Ft/Rg

Cas (a) : Unité de transcription indépendant,
PCR négative
Cas (b) : Unité de transcription identique,
PCR positive

T T= Y 1 2 3 C

BPnc375 BPnc451
Prédiction localisée en aval du géne cible C— z
eomess——
Géne BPNCKXX  ——
Transcription
Fg Ft
— = (@)
Re Rt
Fg Ft
(b)
—
Rg Rt

1-RTavecRtetRg
2-PCRavec Ft/Rt, Fg/Rg, et Fg/Rt

Cas (a) : Unité de transcription indépendant,
PCR négative
Cas (b) : Unité de transcription identique,
PCR positive

Figure 27: Test d'indépendance de transcription des ARN candidats.

Le plan de RT-PCR est détaillé en figure 21 (Résultats, Chapitre 1, Partie 2). Les ADNc ont
été générés avec les amorces Rt (antisens du candidat prédit) et Rg (antisens du gene).
Les transcrits ont été détectés avec les amorces Fg/Rg (ARNm, ligne 2), Ft/Rt (BPncXXX,
ligne 1) et Ft/Rg ou Fg/Rt (Test de jonction, ligne 3)

Phillips, 2008; Weinberg et al., 2007). Parmi les 22 transcrits, I’ARN 4,55 SRP et I'ARN
toxique des bétaprotéobactéries ont été validés.

Sur les 22 nouveaux transcrits validés par Northern Blot, 10 d’entre eux sont orientés
en antisens de genes annotés, 7 d’entre eux sont localisés en régions intergéniques, et
4 d’entre eux sont localisés en 3’UTR de genes annotés. Les transcrits en antisens de
génes sont localisés dans la région 5’ des genes annotés dans 6 cas, et en 3’ des genes
annotés dans 5 autres cas. Ainsi ont pu étre mis en évidence un antisens du gene rpoB
codant pour la sous-unité Béta de I’ARN polymérase (BPnc008), un antisens du géne flaG
la protéine flagellaire (BPnc344), un antisens du géne BP1435 impliqué dans la synthese
du phosphoénol-pyruvate (BPnc363) et un antisens de BP1503, codant pour une
protéine hypothétique (BPnc375) (Figure S1). La majorité des antisens validés par
Northern Blot sont localisés en antisens de génes de virulence (Figure S2). Deux ARN
sont orientés en antisens des genes de toxines cyaA (BPnc180) et dnt (BPnc878), et
guatre ARN sont orientés en antisens des genes codant pour des adhésines, fhaB
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Figure 28: Stabilité des ARN validés par Northern Blot chez le mutant AHfq.

(A) : Courbe de croissance des souches BpSM et AHfg en condition classique de culture.
SM : Souche de référence BpSM. DOgoonm : Densité Optique a 600nm. (B) : Northern Blot
de BPnc233, BPnc375 et BPnc451 chez les souches BpSM et AHfq. Les fleches oranges
indiquent les transcrits modulés entre les deux souches. L : Marqueur de taille.

(BPnc468), I'opéron fimBCD-fhaC (BPnc469), et les génes codant pour le corps de la
fimbriae fim3 (BPnc392) et fim2 (BPnc264). Les prédictions d’ARN orientés en antisens
des genes de virulence cyaD (BPncl181), bcrH2 (BPnc560), pt/C (BPnc968) et pt/H
(BPnc969) n'ont pas été validés par Northern Blot.

La conservation des prédictions d’ARN régulateurs en région intergénique et en
3’'UTR a été testée a la fois parmi les Burkholdériales et différentes souches de
Bordetella pertussis a I'aide du logiciel RNAlien (Eggenhofer et al., 2016). Les
conservations phylogénétiques sont indiquées dans la liste de prédiction d’ARN
régulateurs du Tableau S1. La majorité des prédictions d’ARN régulateur est trés peu
conservé au sein des Burkholdériales, seulement cing séquences sont retrouvées dans
plus de 150 génomes sur les 185 comparés. Ces séquences sont trés conservées chez les
différentes souches de Bordetella pertussis, cependant 10 prédictions d’ARN régulateurs
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sont spécifiques du pathogéne, et ne sont pas retrouvées chez les autres espéces du
genre Bordetellae.

Les ARN non codant transcrits en région intergénique ou en 3’"UTR de géne sont tres
régulierement stabilisés par un hexameére protéique appelé Hfg, une protéine
chaperonne capable de lier un ARN non codant régulateur et un ARN messager cible a
I’aide de ses faces proximales et distales (Vogel and Luisi, 2011). L’expression de certains
transcrits validés par Northern Blot a été testée entre la souche de laboratoire BpSM et
un mutant de délétion Ahfg. Hfq étant nécessaire a I'expression de facteurs de virulence
chez le pathogéne et potentiellement a d’autres protéines impliquées dans la réponse
aux stress, la croissance du mutant a été mesurée pour comparer I'expression des ARN
non codant entre les deux souches (Figure 28A) (Matériel et Méthode 1) (Bibova et al.,
2013, 2015). Le mutant ayant une croissance altérée, la stabilité des transcrits a été
testée a une densité optique a 600nm de 0,07 et de 1,4 pour le mutant Ahfg, et de 2,4
et 3,2 pour la souche BpSM. La stabilité de 3 transcrits sur 6 testés, localisés en 3’UTR
de géne ou en région intergénique, est altérée chez le mutant comparé a la souche de
référence (Figure 28B). La stabilité de BPnc451, un transcrit localisé en 3’UTR de gene,
est réduite chez le mutant Ahfg, renforcant sa nature d’ARN régulateur potentiel. Les
plus petits transcrits de BPnc233 et BPnc375, localisés en régions intergéniques, sont
déstabilisés également chez le mutant, alors que le transcrit supérieur de BPnc233 est
plus stable. Le polymére Hfq pourrait donc potentiellement lier ces trois transcrits,
probablement pour les apparier avec des ARN messagers cibles. La déstabilisation du
transcrit 350nt de BPnc233 uniquement pour la souche BpSM indiquerait que seulement
le transcrit de petite taille serait lié au polymeére, et qu’il pourrait soit résulter d’'une
maturation du transcrit supérieur, soit étre transcrit par un second promoteur.

iii. Modulation des prédictions en phase Bvg* et Bvg

Pour identifier des ARN régulateurs potentiellement impliqués dans la régulation de
la virulence de Bordetella pertussis, le pathogene a été cultivé en présence de 50mM de
sulfate de magnésium. L’ion sulfate a pour conséquence d’inactiver la phosphorylation
du senseur BvgsS, et de rendre la bactérie non virulente en phase Bvg™ (Dupré et al., 2015,
2013; Scarlato and Rappuoli, 1991). Le passage de la souche BpSM a |'état Bvg™ a été
vérifié par puce a ADN en comparaison avec une culture classique en phase Bvg* (Figure
S3) (Matériel et Méthode 11). Les toxines et les adhésines du pathogéne sont sous-
exprimées chez la bactérie cultivée en présence de sulfate de magnésium, tout comme
les génes du systeme a deux composants bvgAS. A l'inverse, les génes de la capsule
polysaccharidiques sont exprimés, affirmant que les cellules sont en phase Bvg". Le
transcriptome de la souche non virulente a été séquencé en séquencage différentiel et
les départs de transcription prédits ont été comparés aux départs prédits de la souche
virulente a I'aide du logiciel TSSAR (Matériel et Méthode 5 et 17).

Le séquencage différentiel de la bactérie en phase Bvg- a permis de prédire 1808
TSS, parmi lesquels 183 sont orientés en antisens de genes, et 304 sont localisés dans
des régions intergéniques.
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Nom. du ’Ancit?nn(? TSS prédit en TSS prédit en Orientation Préd’iction du Test par Northern Blot Commentaire
did dénomination phase Bvg+ phase Bvg- phénotype

BPnc006 - 10306 > vrg Non détecté

BPnc008 - 11752 11762 < Validé par NB

BPnc035 - - - - - Non détecté

BPnc082 - < Validé par NB

BPnc109 BprA - < Validé par NB

BPnc180 - 776799 < vag Validé par NB

BPncl181 - 784619 < vag Non détecté

BPnc199 - 868941 - > vag Non détecté

BPnc218 - 978089 978204 > Validé par NB [Transcrit par un Py, d'une 15481
BPnc233 - - < Validé par NB

BPnc264 - 1175906 1175774 > Validé par NB [Transcrit par un P,,; d'une 15481
BPnc344 - 1483831 > vag Validé par NB

BPnc355 BprB - > Validé par NB

BPnc363 - 1510649 > vag Validé par NB

BPnc370 = = = - Non détecté

BPnc375 - 1581072 1581062 > Validé par NB

BPnc384 - 1627167 1627174 > Validé par NB

BPnc392 - 1647742 - < vag Validé par NB

BPnc425 - - 1819957 < vrg Non détecté 3'UTR
BPnc451 - > Validé par NB

BPnc452 - - - - - Non détecté

BPnc465 - < - Validé par NB

- BprC - Validé par NB

BPnc468 - 1968972 - < vag Validé par NB

BPnc469 - = - < - Validé par NB

BPnc494 - - - < - Validé par NB

BPnc519 - Non détecté

BPnc560 - 2375219 - > vag Non détecté

BPnc588 - - Non détecté

BPnc627 - - 2612176 < vrg Non détecté 3'UTR
BPnc629 BprD 2624141 2624146 = - Validé par NB

BPnc640 BprE - - > - Validé par NB

BPnc642 - - = Non détecté

BPnc651 - - 2723662 < vrg Non détecté 3'UTR
BPnc656 - - - - Validé par NB

BPnc670 - 2835490 - < vag Non détecté

BPncX01 - - 2956996 < vrg Non détecté 3'UTR
BPnc741 BprF 3099723 3099732 < Validé par NB

BPnc748 - 3138544 - < vag Validé par NB

BPnc755 BprG - < Validé par NB

BPnc758 BprH > Validé par NB

BPnc783 Bprl - - < Validé par NB

BPnc807 - 3363134 3363139 < Validé par NB

BPnc811 - - 3378738 > vrg Non détecté

BPnc861 - = = = - Non détecté

BPnc863 - > Non détecté

BPnc870 Bprl) - - > Validé par NB

BPnc875 - 3618066 3618077 < Validé par NB

BPnc878 - - < Validé par NB

BPnc923 - - - - - Non détecté

BPnc947 BprM - - >et< Validé par NB

BPnc962 BprN 3956960 3956973 < Validé par NB

BPnc968 - 3992316 < vag Non détecté

BPnc969 - 3999761 < vag Non détecté

BPnc972 - < Validé par NB

BPNnc977 Non détecté

Tableau 6: Prédictions des départs de transcription des ARN validés par Northern Blot
en phase Bvg* et en phase Bvg".

Chaque transcrit est indiqué avec son indicatif de prédiction (BPncXXX), et I'indicatif de
I’étude précédente de Hot et al., 2011 (BprX). Les candidats validés ou non en Northern
Blot sont également indiqués. La position des TSS est donnée pour chaque prédiction en
phase Bvg* et en phase Bvg’, ainsi que l'orientation prédite des transcrits candidats.
Vag : Prédiction d’un transcrit a profil vag, activé en phase de virulence. Vrg : Prédiction
d’un transcrit a profil vrg, réprimé en phase de virulence. La colonne commentaire
regroupe les prédictions particulieres des candidats. 3’UTR : Candidat potentiellement
transcrit en 3’UTR de géne. Transcript from Poy: of 1S481: Prédiction d’'un ARN
régulateur issu de prolongement de transcription des promoteurs antisens des 1S481
(Voir Résultats Chapitre 3 Partie 1).
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Parmi ces TSS, de nouvelles prédictions d’ARN régulateurs sont apparues. Les TSS de
tous les transcrits testés en Northern Blot ont été analysés dans les deux phases de
virulence afin d’identifier les prédictions d’ARN régulateurs potentiellement modulées
en fonction de I'état de virulence du pathogene (Tableau 6). Douze prédictions d’ARN
régulateurs testés en Northern Blot ont été prédites avec un départ de transcription
uniqguement en phase Bvg*. lls ont donc un profil de modulation similaire aux vag
(virulence activated genes), des ARN exprimés uniquement en phase de virulence et
potentiellement impliqués dans sa régulation. Sur ces 12 prédictions, 6 d’entre elles
n’ont pas été validées par Northern Blot en phase Bvg*. Les prédictions ayant un profil
vag comprennent 8 prédictions de transcrits orientés en antisens de génes de virulence.
Seuls les transcrits antisens du gene fim2 (BPnc264) et du géne dnt (BPnc878) ne sont
pas prédits comme étant modulés en fonction de I'état de virulence du pathogéne.

Al'inverse, 6 transcrits candidats ont été prédits avec un TSS en phase Bvg’, et absent
en phase Bvg*, et peuvent donc étre considérés comme un profil d’expression similaire
aux vrg (virulence repressed genes), des transcrits réprimés en phase de virulence.
Aucun de ces transcrits n’a été validé par Northern Blot en phase Bvg*, mais pourraient
cependant étre transcrits en phase Bvg™. Quatre de ces transcrits sont localisés en 3’UTR
de géne, dont une nouvelle prédiction, appelée BPncX01, prédit en 3’'UTR du gene
BP2782, un vrg majeur de Bordetella pertussis dont la fonction est encore inconnue
(Coutte et al., 2016).

iv. Etude de deux ARNs : BPncX01 et BPnc425

Parmi la liste de prédictions de transcrits modulés en fonction de I'état de virulence
du pathogéne, deux transcrits, BPnc425 et BPncX01, sont localisés en 3’UTR de génes
exprimés uniguement en phase Bvg (Figure 29A). Un TSS a été prédit pour chacun de
ces candidats a I'extrémité 3’ des génes BP2782 pour BPncX01, codant pour une
lipoprotéine dont la fonction est inconnue, et a I'extrémité de I'opéron BP1736-BP1737-
BP1738 pour BPnc425. Cet opéron pourrait potentiellement étre impliqgué dans la
réponse au stress osmotique, BP1736 ayant des homologies avec le géne osmY
d’Escherichia coli (Yim and Villarejo, 1992).

Ces deux transcrits sont exprimés uniquement en phase Bvg'. Il a déja été montré
par puces a ADN, en condition classique de culture, que BP2782 et I'opéron B1736-
BP1737-BP1738 ne sont pas exprimés (Coutte et al., 2016). Les deux transcrits BPncX01
et BPnc425 ont un profil similaire aux genes localisés en amont (Figure 29B). Leur
expression est induite par ajout de sulfate de magnésium dans le milieu de culture ou
chez un mutant AbvgA. De plus, ces deux transcrits ne sont pas exprimés chez un mutant
ArisA avec ou sans ajout de sulfate de magnésium. lls ont donc un profil de vrg, dont
I’expression est dépendante de I’activation RisA lié au cyclique di-GMP et I'inactivation
du systeme a deux composants BvgAS. De plus, BPncX01 et BPnx425 ne sont pas
exprimés chez un mutant Ahfg avec ou sans ajout de sulfate de magnésium dans le
milieu de culture.
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La prédiction du TSS et des terminateurs de transcription a permis de déterminer les
séquences des deux ARN régulateurs potentiels dans le but de prédire leur structure
(Figure 29C). La probabilité de I'appariement des bases indique que la structure de
BPncX01 et de BPnc425 seraient stables. Ces résultats cumulés avec la perte de stabilité
chez un mutant Ahfg renforcent la probabilité que ces deux transcrits puissent avoir une
fonction d’ARN régulateur, agissant potentiellement en trans.
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Figure 29: Caractérisations préliminaires de BPncX01 et de BPnc425.

(A): Résultats en triplicatas des séquencages différentiels d’ARN en phase Bvg-. Les
séquences ont été alignées avec le logiciel CLC Genomics Workbench. Les deux ARN
régulateurs potentiels, représentés par une fleche noire, sont transcrits en 3’'UTR des
génes BP2782 pour BPncX01 (Gauche), et de I'opéron BP1736, BP1737 et BP1738 pour
BPnc425 (Droite). Fleche jaune : Cadre ouvert de lecture. Fleche bleue : Annotation du
gene. Tex- : Séquengage des ARN totaux. Tex+ : Séquencgage enrichi en ARN primaires.
(B) : Validation de I’'expression de BPncX01 et de BPnc425 chez différents mutants par
Northern Blot. Les fleches orange indiquent les transcrits BPncX01 (Gauche) et BPnc425
(Droite). L : Marqueur de taille. SS : Culture classique. Mg : Culture a 50mM sulfate de
magnésium. BpSM : Souche de laboratoire. AbvgA : Mutant de délétion du geéne bvgA.
ArisA : Mutant de délétion du géne risA. Ahfq : Mutant de délétion du gene hfg. (C) :
Prédiction de structure des transcrits. Les structures ont été prédites avec le logiciel
RNAfold disponible a I'adresse :
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
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3. Discussion : Un complexe de régulation encore inexploré

L’étude du transcriptome primaire de Bordetella pertussis en phase Bvg* a permis
d’établir une liste exhaustive d’ARN régulateurs potentiels. Un total de 978 prédictions
d’ARN régulateur a été prédit par le cumul de trois approches prédictives, se basant sur
le séquencage du transcriptome et sur l'identification de séquences stables et non
annotées, et contiennent un taux de 70% de vrais-positifs. La combinaison des
approches biologiques et bioinformatiques recouvrent un nombre de prédictions
similaire a celles retrouvées chez d’autres pathogénes, notamment chez Clostridium
difficile, chez qui 511 ARN régulateurs ont été prédits par des approches
bioinformatiques, et 251 retrouvés par séquencage a ARN différentiel (Beauregard et
al., 2013; Papenfort et al., 2015; Soutourina et al., 2013; Toledo-Arana et al., 2009).

Dans la liste d’ARN candidats issus de mon travail, 175 pourraient étre de longs
5’UTR de genes codant, correspondant potentiellement a des riboswitches ou des
thermosenseurs discutés dans le premier chapitre de cette étude, dont un nouveau long
5’UTR a été validé par RT-PCR. Cependant, d’autres prédictions d’ARN régulateurs sont
localisées au niveau des prolongements de transcription issus d’ARN ribosomiques et
d’ARN de transfert. Ces prolongements correspondent a des espaceurs, clivés et
rapidement dégradés pendant le processus de maturation, mais il a été montré trés
récemment que certains de ces espaceurs externes et internes peuvent agir comme une
éponge a ARN (Lalaouna et al., 2015). Le 3’'ETS du précurseur polycistronique glyW-cysT-
leuZ chez Escherichia coli peut s’hybrider avec les ARN RyhB et RybB pour inhiber une
action trop importante de ces régulateurs. Chez Bordetella pertussis également, les
prédictions correspondant aux espaceurs internes et externes d’ARN de transfert
pourraient agir comme des éponges a ARN régulateurs pour limiter leur action.

De la méme facon, 144 prédictions sont localisées au niveau des 3'UTR d’ARN
messagers, dont 4 ont été validés par Northern Blot. Récemment, il a été montré que ce
genre d’ARN régulateurs était soit issu du clivage de I’ARN messager, classé comme ARN
régulateur en 3’UTR de type |, soit transcrit par un promoteur localisé dans la séquence
codante du géne en amont, classé alors comme ARN régulateur en 3’UTR de type Il
(Chao et al., 2012; Miyakoshi et al., 2015a; Ren et al., 2017; Svensson and Sharma, 2016).
Ces ARN régulateurs agissent en trans et sont stabilisés par I’"hexamére Hfq, ce qui serait
le cas de BPnc425, BPnc451 et BPncX01 (Guo et al., 2014; Miyakoshi et al., 2015b). Ces
trois prédictions, validées par Northern Blot, sont déstabilisées en absence du polymere
Hfq. L'absence de TSS pour BPnc451 indique qu’il serait un transcrit de type |, issu du
clivage de I’ARNm du gene ptpA codant pour une tyrosine-phosphatase. Ces protéines
sont régulierement impliquées dans la transduction du groupement phosphate des
systemes a deux composants, et également impliquées dans la réponse aux stress et
dans la virulence de certains pathogenes (Caselli et al., 2016; Musumeci et al., 2005). A
I'inverse, des TSS ont été prédits pour BPnc425 et BPncX01, deux ARN ayant un profil
vrg, transcrits en 3'UTR de type Il. Ces deux transcrits sont localisés en 3’UTR des genes
les plus fortement exprimés en phase Bvg™ (Coutte et al.,, 2016). Leurs localisations
pourraient suggérer une implication dans la réponse aux stress, comme I’ARN régulateur
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MicL chez Escherichia coli régulant négativement la synthése de lipoprotéines pour
éviter les tensions de I'enveloppe et qui est transcrit en 3’"UTR de cutC, impliqué dans la
réponse aux exces de cuivre (Guo et al., 2014; Miyakoshi et al., 2015a). L'opéron
BP1736-BP1737-BP1738 étant potentiellement impliqué dans la réponse au stress
osmotique, BPnc425 pourrait avoir une fonction paralléle a celle de I'opéron.

Un grand nombre d’ARN régulateurs prédits sont localisés dans des régions
intergéniques, agissant potentiellement en « trans ». Les ARN régulateurs transcrits
dans ces régions sont en général stabilisés par ’lhexamére Hfqg, facilitant également
I’appariement avec leur cible (Brennan and Link, 2007; Kim et al., 2015; Vogel and Luisi,
2011). Chez Bordetella pertussis, il a déja été montré que ce polymere était impliqué
dans la virulence du pathogene, et plus particulierement dans la régulation du systéme
de sécrétion de type lll, un facteur de virulence majeur nécessaire a la persistance de
I'infection chez la souris (Bibova et al., 2013, 2015; Melvin et al., 2014). La perte de
virulence en absence de I'hexamére Hfq en phase Bvg* pourrait impliquer I'action d’ARN
régulateurs prédits dans notre liste de candidats. Ces ARN potentiellement impliqués
dans la régulation de la virulence du pathogéne pourrait étre également modulés en
fonction de I'état d’activation du phosphorelai BvgAS. Les différences de prédictions
identifiées en fonction de I'état de virulence du pathogene pourrait amener a la
découverte d’ARN impliqués dans la régulation de la virulence du pathogene. La
comparaison des départs de transcription en phase Bvg* et Bvg a ainsi permis
d’identifier 12 prédictions a profil vag, et 6 prédiction a profil vrg.

Le transcriptome bactérien est, en général, constitué de nombreux ARN antisens
naturels (Brantl, 2007; Inouye, 1988; Lasa et al., 2012). L’étude du transcriptome
primaire de Bordetella pertussis a permis d’identifier 381 prédictions d’ARN régulateurs
orientés en antisens des génes annotés. Parmi ces ARN, 6 antisens de génes majeurs de
virulence ont été validés par Northern Blot. Les ARN transcrits en antisens de genes ont
généralement un réle d’inhibiteur, soit en altérant la stabilité de I’ARN messager par
recrutement de RNases, soit par un blocage de la séquence de fixation du ribosome, ou
soit par la formation d’un terminateur précoce de transcription (Brantl, 2007; Chang et
al., 2015; Georg and Hess, 2011; Inouye, 1988; Pinel-Marie et al., 2014). BPnc180,
antisens du géne cyaA, codant pour la toxine hémolytique du pathogéne, est localisé en
5’ de I’ARN messager et est exprimé uniguement en phase Bvg*. La séquence s’appariant
avec la séquence codante du gene, il pourrait avoir un role de déstabilisateur. L’antisens
de dnt, BPnc838, localisé a I'extrémité 3’, pourrait jouer un role similaire, proche des
systémes de toxine-antitoxine connus (Brantl and Jahn, 2015; Pinel-Marie et al., 2014).
Enfin, les antisens des adhésines fhaB, fimB et fim3 sont également localisés en 5’ de la
séquence codante. Ces ARN régulateurs potentiels ont été prédits comme étant
modulés en fonction de I'état de virulence du pathogéne. IIs seraient donc régulés par
le systétme a deux composants BvgAS, et souligneraient un nouveau systeme de
régulation de I'expression des toxines et adhésines du pathogéne.

Les ARN régulateurs permettent a la cellule de s’adapter rapidement aux
changements environnementaux (Svensson and Sharma, 2016). L'induction d’un stress
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causé par un changement environnemental serait en lien avec des changements
d’expression d’ARN régulateurs (Kopf et al., 2015). De ce fait, I'expression de ces
transcrits pourrait varier d’'une souche a une autre au sein de la méme espece. Les
remaniements génomiques causés par la pression vaccinale chez Bordetella pertussis
pourraient également altérer I'expression de certains de ces ARN régulateurs (Brinig et
al., 2006; Sealey et al., 2016).

Parmi la liste de candidats régulateurs, 72 prédictions seraient issues des
prolongements de transcription provenant des IS481. L'impact de ces prolongements de
transcription des 1S481 sur le transcriptome primaire de Bordetella pertussis a été
analysé. Un de ces candidats ARN régulateur, BPnc264, orienté en antisens du 3’ de la
séguence codante de fim2, prendrait son origine dans I'|S481 BP1118 localisée en aval
du géne. L’étude de I'impact des prolongements de transcription des I1S481 et I’étude de
BPnc264 font I'objet des prochains chapitres de cette thése.
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IIl. Impact des 1S481 sur la transcriptome de Bordetella
pertussis

L’analyse du transcriptome primaire de Bordetella pertussis a permis d’identifier
plusieurs candidats ARN régulateurs prenant leur origine au sein des séquences
d’insertion 1S481, 1S1002 et IS1663. Pour déterminer I'impact des éléments génétiques
mobiles sur le transcriptome du pathogene, des analyses d’expression des transcrits de
toutes les IS ont été entreprises.

1. Les prolongements de transcription issus des séquences d’insertion

L’architecture des transcrits issus des 1S481, 1S1002 et IS1663 a été déterminée a
partir de notre annotation du transcriptome primaire. Des prolongements de
transcription prenant leur origine dans les éléments génétiques mobiles ont été
observés pour la plupart des séquences d’insertion (Figure 30A et Figure 30B). Les
prolongements observés a partir de I'extrémité 5’ sont orientés en antisens de la
transposase de I'IS481 annotée, alors que les prolongements de transcription observés
a partir de I'extrémité 3’ se prolongent dans le méme sens que I’ARN messager de la
transposase. Ces prolongements sont répertoriés dans le tableau supplémentaire S2
(https://tinyurl.com/y7el869z)

i. Les promoteurs des 1S481, 1S1002 et 1S1663

Les séquences d’insertion contiennent un promoteur interne pour transcrire I’ARN
messager du géne de la transposase, appelé Pi,, retrouvé dans la région non codante en
5’ (Case et al., 1988; Siguier et al., 2015) (Figure 30C). La majorité des éléments
génétiques mobiles portent un promoteur interne, orienté en antisens du promoteur
Pin, appelé Pout, localisé en aval du codon d’initiation de la traduction de I’ARN messager
(Kittle et al., 1989; Ma and Simons, 1990; Simons and Kleckner, 1983). Pour I'IS10, cet
ARN antisens, appelé RNA-OUT, s’hybride au niveau du codon d’initiation de la
traduction de 'ARN messager et du site de fixation du ribosome pour inhiber Ia
traduction de la transposase, limitant les remaniements génomiques. Enfin, certaines IS
peuvent transcrire un ARN messager d’un géne flanquant par formation d’un promoteur
fort hybride, appelé Py, (Prentki et al., 1986). Les IS portent des motifs -35 dans les
régions répétées gauches et droites afin de transcrire abondamment le géne de la
transposase sous forme circulaire (Figure supplémentaire S4). De ce fait, I'insertion
d’une IS pres d’une boite -10 peut former un promoteur fort.

Chez Bordetella pertussis, les séquences des boites -10 et -35 du Pout ont déja été
mises en évidence par extension d’amorces (DeShazer et al., 1994; Han et al., 2011).
Pour valider les prolongements de transcription des deux promoteurs Pi, et Pout, €t la
formation de promoteurs forts Pnyb, plusieurs transcrits ont été testés par 5'RACE
(Matériel et Méthode 6), (Figure 31).

Le départ de transcription du géne de la transposase a été déterminé avec une
amorce spécifique de la région codante de toutes les IS481. Les séquences ont été
alignées sur le gene BP1118, sélectionné pour représenter les 1S481 de maniere
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générale. La plus grande partie des séquences alignées (40%) s’étendent au-dela de la
région répétée gauche de BP1118 et proviendraient de prolongements de transcrits
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Figure 30: Architecture commune des transcrits issus des 1S481.

(A) : Capture d’écran des résultats de séquencage centrée sur I'IS481 BP1141. (B)
Schématisation des transcrits se prolongeant en dehors de I'IS481 BP1141. Fleche
bleue : Cadres de lecture ouverts des génes annotés. Fleche rouge : Annotation des
IS481. Fleche orange : Transcrits observés par séquencage a ARN. (C) : Identification des
promoteurs des séquences d’insertion décrits dans la littérature scientifique. Pin:
Promoteur du gene codant pour la transposase. Pout : Promoteur interne orienté en
antisens du Pin, transcrit un ARN régulateur en antisens de 'ARN messager de la
transposase. Pnyb : Promoteur hybride formé par des motifs -35 retrouvés dans les
régions répétées gauches et droites des IS (Voir figure supplémentaire S4) et un motif -
10 dans la région génomique environnante. La formation du promoteur dépend de
I'insertion de I'lIS a une distance presque parfaite de la boite -10. Lignes noires :
Appariement documenté entre ’ARN messager de la transposase et I’ARN régulateur
orienté en antisens.

79



issus des régions génomiques localisées en amont des 1S481, dépendant de leur
localisation génomique. Un TSS majoritaire a été détecté a 12 bases (+/- 1 base) en
amont du codon d’initiation de la traduction, représentant 30% des séquences alignées.
Un second TSS, représentant 20% des séquences alignées, a été détecté sur le codon
d’initiation de la traduction, indiquant un potentiel transcrit « leaderless ».

Pout : Sens Pyt : Antisens P IGR

et o 15051 clordgl

P, primaire des 15481 Pi.2 secondaire des 15481 |

0 00 00 £l
i 1 1

Origine du transcrit Nom du transcrit / géne Prédiction du TSS TSS validé par 5'RACE
TSS de I'ARN messager de la 1175754
. BP1118 -
transposase originant du P, 1175766
174 165
bfr 174 307
N 174 306
Transcrit originant d'un P, 368908
' jenté BP0840 868 907
d'une IS48d1 or‘lente en sens 369 138
egene BP3322 3543853 3543 852
katA 4061786 (DeShazer et al ., 1994) 4061787
BPnc266 1205 136 1205051
1205 135
Transcrit originant d'un Py, AS-talB 1524716 1524717
' ienté 1630584
d'une .IS481 0r|e\ﬂt& en BPnc3ss 1630 661
antisens de gene 1630660
BPRCA1S 1 781.569 1781568
Promoteur hybride : 1781 435 1781435
Transcrit originant d'un P, BPNCST6 2448 013 2447 936
d'une 15481 se prolongeant 2448012
en région intergénique BPnc917 3 824592 3 824 593

Figure 31: Validation des départs de transcription issus des IS481 par 5'RACE.

(A) : Capture d’écran des alignements de séquence sur CLC Genomics Workbench v10.
Fleche rouge : Annotation des 1S481. Fleche bleue : Séquences codantes annotées.
Fleche noire : Départ de transcription des promoteurs. (B) : Position des TSS prédits et
validés par 5’RACE.
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Les départs de transcription issus du Poy: ont été déterminés a partir d’'une amorce
spécifique des transcrits se prolongeant dans la région génomique en amont de I'IS481.
Dix TSS issus de Poyut ont été validés par 5'RACE (Figure 31). Les motifs -10 et -35 décrits
par DeShazer et al. ont été identifiés pour chaque transcrit, mais la position du TSS varie
d’un nucléotide par rapport a la position prédite par ces auteurs. Le TSS issu d’un Py, a
également pu étre validé par 5’RACE et la séquence du promoteur a pu étre identifiée
(Figure supplémentaire S4).

ii. Orientation des transcrits issus des IS

Surles 259 IS annotés du génome de la souche Tohama |, uniqguement 9 d’entre elles
ne montrent aucun prolongement de transcription en 5 et en 3’ (Tableau
Supplémentaire S2). L’annotation du transcriptome primaire a permis d’identifier 6 TSS
formés par des Pnyb entre une boite -35 de régions répétées gauches et droites des 15481
et une boite -10 des régions génomiques voisines. Des prolongements de transcription
de ’ARN messager des transposases transcrit a partir du Pi, ont été observés pour 101
séquences d’insertion, et des prolongements de transcription a partir du Pout ont été
observés pour 243 séquences d’insertion.

Les prolongements de transcription ont été classés en fonction de leur orientation
par rapport a I'annotation du génome (Figure 32). Pour 70 IS (66 1S481, 2 IS1002 et 2
IS1663), le prolongement de transcription issu du Poy: est orienté dans le méme sens que
le géne en aval, donnant ainsi un ARN messager pour ce gene. Cet ARN vient s’ajouter
en tant que ARN messager supplémentaire si le géne a son propre promoteur, il peut
aussi faire office de seul messager si le géne n’a pas de promoteur propre. Ces
configurations se retrouvent pour les génes katA et bteA (DeShazer et al., 1994; Han et
al., 2011). De la méme fagon, 23 prolongements de transcription issus du Poy: s’étendent

E l Prolongement en sens de géne ] Prolongement en IGR l Prolongement en antisens de géne l

NCBI repaat rogors.

ropoat724 N

FINA seq exprassion deep ibrary [u
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Figure 32: Orientation des prolongements de transcription types issus des Pou: des 1S481.

(A) : Captures d’écran des prolongements de transcription orientés en sens de géne, en

antisens de gene, et en région intergénique. (B) : Schématisation des captures d’écran.

Fléche rouge : Annotation des 1S481. Fleche bleue : Séquence codante de géne. Fléche

noire : Promoteurs Pout. Fleche orange : Transcrits des Pout
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en région intergénique, se retrouvant dans la liste de candidats ARN régulateurs non
codant (Tableau Supplémentaire S1 et S2). Enfin, 150 prolongements de transcription
issus du Pout (13915481, 2151002 et 9 1S1663) s’étendent en antisens des ARN messagers
des génes annotés. Ces derniers sont les plus représentés, et ont été annotés pour
certains d’entre eux comme candidats ARN régulateurs non codant. L'orientation de ces
transcrits et le départ de transcription de certains d’entre eux a été validé par 5'RACE
également (Figure 31).

De la méme maniére, I’ARN messager du géne de la transposase issus du Pi, des IS
se prolonge dans la méme orientation que le géne en amont dans 46 cas, en antisens du
géne en amont dans 38 cas, et dans une région intergénique dans 17 cas. De plus,
certains genes semblent transcrits uniquement par les promoteurs des IS. Par exemple,
comme évoqué plus haut, le géne katA, transcrit par le Poy: de I'1S481 en aval, ne possede
pas son propre promoteur et est retrouvé dans la méme situation par notre annotation
(DeShazer et al., 1994). La région intergénique entre I'IS481 BP1142 et le gene trpS n’est
qgue de 9pb, I'annotation du transcriptome primaire montre que ce géne serait
uniquement co-transcrit avec I’ARN messager de I'|S481 en amont (Figure 30).

2. Les prolongements d’IS et les diversités transcriptomiques inter-souches

La diversité des génomes entre les différentes souches de Bordetella pertussis serait
en lien avec les remaniements des génomes provoqués par les IS, en particulier par les
IS481 présentes en grand nombre (Brinig et al., 2006; Heikkinen et al., 2007). Un
exemple marquant est la comparaison des génomes des souches de Bordetella pertussis
avant et apres l'ére vaccinale dans les pays développés (Xu et al.,, 2015). Les
prolongements de transcription étant observés pour presque la totalité des IS, la
formation d’ARN messagers et de candidats ARN régulateurs issus de ces IS pourrait, elle
aussi, varier entre différentes souches du pathogéne en fonction de |'organisation
génomique induite par les remaniements.

i. Ladiversité de localisation génomique des 15481

Pour déterminer I'impact global des 1S481 sur 'architecture du transcriptome, la
position et le nombre d’IS481 a été comparé entre 21 souches de Bordetella pertussis
entierement séquencées et annotées (Matériel et Méthode 17). Les 15481 sont
retrouvées en plus de 230 copies pour chaque souche analysée (Tableau 7A).
Cependant, ce nombre varie d’une souche a une autre, allant de 236 copies pour la
souche 18323 a 260 copies pour la souche VA-190.

Les différences de localisation génomique entre les 21 souches ont été déterminées
en comparant les séquences du départ de transcription des Pout jusqu’a 200 nucléotides
en aval de I'extrémité de I'lS (Matériel et Méthode 17). Certaines localisations d’IS481
sur le génome sont spécifiques de certaines souches (Tableau 7B). Par exemple, il existe
9 positions d’'I1S481 spécifiques sur le génome de la souche de référence Tohama |
(Colonne) par rapport au génome de la souche D420 (Ligne), souche représentative des
souches circulantes. A I'inverse, il existe 15 positions d’IS481 spécifiques sur le génome
de la souche D420 (Colonne) par rapport au génome de la souche Tohama | (Ligne).
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A Taille du

Souche génome Nombre d’1S481

Tohamal 4.102.978 246

D420 4.106.389 252

B1917 4.102.186 248

B1920 4.114.630 254

VA-190 4.127.222 260

CS 4.133.777 241

B202 4.128.979 251

B203 4.134.643 247

18323 4.043.846 236

137 4.134.593 246

1838 4.108.472 253

1865 4.105.363 251

3405 4.109.988 257

3582 4.104.305 250

3585 4.106.388 252

3621 4.100.705 251

3629 4.101.147 248

3640 4.110.990 257

3658 4.103.254 249

3913 4.109.548 255

3921 4.111.557 257
JBH HH HBHHHBEHBHBE
;:§888gss§gz 5§ 888¢88¢83¢
= - @ @ o o @0 -] -] (-] (-}
Toht |0 19 74 17 14 15 14 6 16 2120 14 16 14 16 13 14 15

Tableau 7: Répartition des IS481 chez 21 souches séquencées de Bordetella pertussis.
(A): Nombre d’I1S481 retrouvées dans chaque souche séquencée. (B) : Nombre de
localisations d’IS481 spécifiques entre les souches. Les nombres correspondent aux
positions spécifiques retrouvées dans la souche nommeée en colonne par rapport a la
souche nommeée en ligne. Voir exemple de lecture dans le texte.

Certaines souches montrent tres peu de disparités en terme de localisation d’IS481,
comme les souches D420 et B1917, deux souches circulantes, ou seulement 4
localisations d’IS481 sont spécifiques de la souche D420. Cependant, d’autres souches
montrent des disparités plus importantes, comme la souche circulante 18323 qui
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présente plus de 70 localisations d’I1S481 spécifiques en comparaison des 20 autres
souches.

Les différences de position et de nombre d’IS481 sont le reflet de la diversité
génomique des souches de Bordetella pertussis. Les divergences génomiques de la
souche Tohama | avec les souches cliniques B1917, D420, CS et 18323 ont été étudiées
a I'aide du logiciel Mauve (Figure Supplémentaire S5) (Darling et al., 2004). Malgré un
génome plus proche de celui de la souche CS que de D420 et B1917, le nombre et les
localisations spécifiques des 1S481 dans Tohama | est comparable pour les 3 souches. Le
génome de la souche Tohama | semble cependant trés éloigné de celui de la souche

[~
@ d J
Transcription Transcription
B
gl
Transcrit antisens provenant d’une 15481 Absence d’IS481 en aval du géne
PCR positive PCR négative
BpSM D420
queA
IS BP1048 tgt queA tgt tRNA
E -

P,

o

Figure 33 : Validation des variations de prolongements de transcription issues de Pout
orientés en antisens des genes en aval entre les souches BpSM et D420.

Les séquences ont été alignées sur les génomes des souches BpSM et D420 avec le
logiciel CLC Genomics Workbench v10. La profondeur de séquencage en rouge de
séquences alignées sur le brin négatif est en rouge, sur le brin positif en vert, et sur les
régions répétées en jaune. Pour les RT-PCR, les ADNc ont été générés avec I'amorce
antisens du transcrit (Rc), et amplifiés avec le couple Fc/Rc pour détecter le transcrit, et
le couple Fis/Rc pour détecter le prolongement de transcrit issu du Pout. Fleche Rouge :
Annotation des 1S481. Fleche bleue : Annotation des genes. Fléche noire : Promoteurs.
Fleche orange : Transcrits. T- : Témoin négatif de PCR. T+ et IST+ : Témoin positif de PCR
de la région génomique (Fc/Rc) et de la région de I'lS (Fis/Rc). L : Marqueur de taille. AS :
PCR avec Fc/Rc. IS : PCR avec Fis/Rc. RT T- : Témoin négatif de RT.
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18323, en comparaison avec les autres souches. Ces divergences génomiques illustrent
I'activité des 1S481 et des remaniements génomiques possibles. Elles pourraient de ce
fait expliquer les divergences de localisation génomique spécifique des IS481 entre les
différentes souches de Bordetella pertussis.

ii. La diversité transcriptomique des 1S481 inter-souche

La localisation génomique spécifique de certaines 1S481 chez différentes souches de
Bordetella pertussis pourrait générer des divergences transcriptomiques des
prolongements de transcription issus de ces IS. Pour valider les diversités
transcriptomiques entre différentes souches du pathogéne, les ARN totaux de la souche
D420 cultivée en condition classique de culture (en phase Bvg*) ont été séquencés
(Matériel et Méthode 4). Les prédictions de prolongements de transcription issues des
IS481 ont été comparées aux localisations génomiques spécifiques des IS481 entre les
souches D420 et BpSM, souche dérivée de Tohama | résistante a la streptomycine.

r, A
«
Transcription Transcription
Fs Fs
— -—
Rs Rs
Fis. Fs
— —_—
—
Rs
ARNm transcrit indépendamment d’une 15481 ARNm transcrit indépendamment et par une 15481
PCR négative PCR positive
BpSM D420
smpB smpB
BP1441 BP1443 IS RS13800 BP1441
e
d L
Porce Pox  Punps
BpSM D420 RT
T- T+ ST+ L AS IS AS s T T

Figure 34 : Validation des variations de prolongements de transcription issus de Pout
orientés en sens des génes en aval entre les souches BpSM et D420.

Les ADNc ont été générés avec une amorce antisens de 'ARNm de smpB (Rs), et
amplifiés avec le couple d’amorces Fs/Rs pour vérifier la transcription du géne, et le
couple d’amorce Fis/Rs pour tester la transcription de I’ARNm par le prolongement de
transcription issue du Poyt. La Iégende de la figure est identique a celle décrite en figure
33.
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Parmi les 9 localisations génomiques spécifiques de la souche Tohama |, seules 3
IS481 montrent des prolongements de transcrit issus de Pout, 2 sont orientés en sens de
génes pour transcrire un ARNm et un transcrit est orienté en antisens du géne en aval.
De la méme maniere, parmi les 15 localisations génomiques spécifiques de la souche
D420, 9 1S481 montrent des prolongements de transcription issus de Pout, 5 d’entre eux
se prolongent en sens des genes en aval, et 4 en antisens des génes.

Un antisens du gene tgt, codant pour une ARNt rybosyltransférase, a été validé par
RT-PCR (Figure 33). Cet ARN est transcrit par le Pout de I'IS481 localisée en aval du géne
tgt et est spécifique de la souche BpSM, aucune 1S481 n’étant présente en aval de ce
géne chez la souche D420. De la méme fagon, le transcrit du géne smpB, codant pour
une protéine liant I’ARN messager-transfert, est transcrit chez les deux souches et a été
validé par RT-PCR (Figure 34). Cependant, I’ARNm de smpB est transcrit a la fois par son
propre promoteur, et par le Poy: d’une 1S481 localisée en amont du géne chez la souche
D420, absent chez la souche BpSM.

3. Discussion : Une régulation transcriptomique par les 15481 ?

L’analyse du profil d’expression des séquences d’insertion de Bordetella pertussis a
permis de mettre en évidence des prolongements de transcription, s’étendant en
dehors des extrémités 5’ et 3’ de ces éléments génétiques mobiles que sont les IS. Ces
prolongements proviennent de deux promoteurs portés par les IS, le Pin, permettant la
transcription de I’ARN messager de la transposase, et le Pout, permettant la transcription
d’un ARN régulateur orienté en antisens de cet ARNm (Case et al., 1988, 1990; Kittle et
al., 1989; Ma and Simons, 1990). Dans certains cas, les IS peuvent former de nouveaux
promoteurs forts, appelé Pnyp, pouvant également impacter sur la transcription des
génes environnants (Prentki et al., 1986).

Les transcrits peuvent s’étendre au-dela des IS et impacter sur la transcription des
génes proches, il a déja été montré que ces promoteurs pouvaient fournir de nouveaux
ARN messagers, notamment pour les genes katA et bteA (Ciampi et al., 1982; DeShazer
et al., 1994; Han et al., 2011; Safi et al., 2004). Notre analyse du transcriptome primaire
montre que la transcription de genes a partir des promoteurs fonctionnels des IS est un
phénoméne commun, di a l'important nombre d’IS présent dans le génome de
Bordetella pertussis. Un total de 46 génes serait ainsi co-transcrit avec ’ARN messager
de la transposase, dont le gene trpS, codant pour I’ARNt ligase du tryptophane. De la
méme facon, 70 génes seraient transcrits par un Poy: d’une IS, en plus du gene katA.
C'est la cas, par exemple, des genes bfr, impliqués dans le métabolisme des métaux
lourds, et le géne tyrS, codant pour une ARNt ligase de la tyrosine (Grundy and Henkin,
1993; Honarmand Ebrahimi et al., 2015).

L'un des résultats majeurs de cette étude concerne de nouveaux prolongements de
transcription encore non documentés a ce jour. Un total de 40 transcrits se prolongeant
en région intergénique a pu étre dénombré, ces transcrits ont été détectés en tant que
nouveaux candidats ARN régulateurs non codant (23 transcrits d’un Pou:, 17 transcrits
d’un Pin). De plus, les transcrits les plus représentés de cette catégorie sont orientés en
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antisens des genes environnant, comptabilisant un total de 196 prolongements (150
transcrits d’un Pou, 38 transcrits d’'un Pin et 6 transcrits d’un Pny). Ces derniers
pourraient avoir une fonction régulatrice sur les génes environnant les IS481, similaire a
celle des ARN régulateurs indépendants orientés en 3’ des ARN messagers cibles ou a
celle des 3’UTR chevauchant d’ARN messagers (Brantl, 2007; Georg and Hess, 2011; Lasa
et al.,, 2012; Thomason and Storz, 2010; Toledo-Arana et al., 2009). Ces derniers
pourraient induire la dégradation de ’ARN messager cible par formation d’ARN double
brin.

L'impact de ces éléments sur le génome de la bactérie est de plus en plus
documenté, le nombre d’'IS481 chez Bordetella pertussis implique une diversité
génomique importante entre les souches de la méme espéce (Brinig et al., 2006; Stibitz
and Yang, 1999; Weigand et al., 2017). Les remaniements génomiques sont impliqués
dans l'adaptation des pathogenes a leur environnement, mais seraient également
impliqués dans la spécificité d’hote (Safi et al., 2004; Siguier et al., 2015, 2014). Chez
Bordetella pertussis, les remaniements génomiques seraient liés a la pression vaccinale
pour contrer les défenses induites par le vaccin acellulaire, notamment par inactivation
de genes codant pour des protéines antigenes (Martin et al., 2015; Otsuka et al., 2012;
Weigand et al., 2018; Williams et al., 2016; Xu et al., 2015). La localisation et le nombre
d’1S481 sur le génome permet la transcription d’ARN messagers et de candidats ARN
régulateurs et ces transcrits sont spécifiques d’une souche a I'autre. Les changements
d’expression de certains génes, notamment de génes de virulence, pourraient
s’expliquer par les prolongements de transcription des éléments génétiques mobiles
dans une configuration donnée. Par exemple, les variations d’expression de certains
génes de virulence, comme fim3 et fhaB observées chez la souche Bpe280 aprés
seulement 12 passages en culture solide pourraient s’expliquer par les remaniements
génomiques ayant entrainé des gains ou pertes de géenes ou encore par des
changements au niveau des prolongements de transcription issus des IS qui provoquent
une régulation différente (Brinig et al., 2006).

L’activation des IS en général n’est que trés peu étudiée, cependant certaines
conditions peuvent engendrer une activité plus importante du géne de la transposase.
Il a été montré que I'activation des IS pouvait étre liée a des facteurs de I’hbte,
notamment a des protéines modifiant la topologie de I’ADN comme H-NS, des protéines
liées a la réparation de 'ADN comme le systéeme RecA et LexA, des protéines liées a la
réplication de I’ADN comme DnaA ou encore les protéines du systeme de méthylation
Dam (Nagy and Chandler, 2004). L’activation des IS par les facteurs intrinséques de
I’h6te impliquent des expositions provoquant des dommages a I’ADN, comme les stress
UV ou les variations de températures extrémes. L'activation des promoteurs Pi, et Pout
des 1S481 pourrait étre dépendante d’un stress provoqué chez Bordetella pertussis,
notamment lors de la pression vaccinale. Les prolongements de transcription seraient
régulés par les différentes configurations topologiques de I’ADN, et non pas par un
facteur de transcription. Cette hypothése est renforcée par les différentes forces des
promoteurs Pout des éléments mobiles ISAbal, ISEcpl et ISAbal25, ce qui a été
également montré dans notre étude du transcriptome primaire (Figure supplémentaire
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S6) (Amman et al., 2018; Kamruzzaman et al., 2015). L’activation des promoteurs et des
prolongements de transcription serait ubiquitaire, et régulée uniquement en condition
de stress.

L'important nombre de prolongements de transcription des IS orientés en antisens
de génes pourrait avoir un impact sur I'architecture globale du transcriptome de par leur
expression et leur localisation. Les remaniements génomiques sont connus pour
changer I'expression globale des génes, mais également pour former ou interrompre les
séquences d’ARN régulateurs (Brinig et al., 2006; Kopf et al., 2015; Raghavan et al.,
2015). La formation de candidats ARN régulateurs orientés en antisens de genes serait
une nouvelle preuve de variation du transcriptome régulateur entre différentes souches
d’'une méme espece. Cette étude peut s’ouvrir également a d’autres espéces
procaryotes, plusieurs bactéries possedent des IS dont des prolongements de
transcription ont déja été observés. Par exemple, la souche pathogéne Shigella flexneri
2457T possede dans son génome plus de 30 copies d’'IS2 qui peuvent activer I’'expression
de genes (Jellen-Ritter and Kern, 2001; Zaghloul et al., 2007).

Les prolongements en antisens des IS pourraient également avoir un double réle
régulateur. Ces ARN sont orientés en antisens de I’ARN messager de la transposase, pour
lequel un réle a déja été montré, et du gene flanquant (Case et al., 1990). La double
régulation potentielle de ces ARN a donc été étudiée a partir d’'un ARN candidat,
transcrit a partir du Pout de I'1S481 BP1118, retrouvée en aval du gene fim2, dont la
protéine est utilisée dans les composants du vaccin acellulaire.
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IV. Caractérisation de BPnc264, ARN régulateur orienté en
antisens de BP1118 et de fim2

Les prolongements de transcription issus de Poy: des IS481 sont orientés en antisens
de 'ARN messager de la transposase, et peuvent également étre en antisens de I’ARN
messager du gene localisé en amont de I'lS. Chez la souche Tohama |, il existe 150
candidats ARN régulateurs dans une telle configuration, parmi lesquels on retrouve par
exemple un antisens de dinP, codant pour '’ADN polymérase |V, un antisens de recR,
impliqué dans la réparation des dommages a I’ADN (Tableau Supplémentaire S2).
L’existence et I'expression de tels candidats ARN est susceptible de varier d’'une souche
a une autre en fonction de la localisation des 1S481, comme montré et discuté dans le
chapitre 3.

1. Identification de BPnc264

Un des transcrits prédits dans notre liste de candidats ARN régulateur, appelé
BPnc264, qui est issus du Poy: de I'lS BP1118 et qui est orienté en antisens d’'un géne
majeur de virulence, fim2 (Tableaux supplémentaires S1 et S2), a été étudié afin d’établir
son potentiel réle régulateur sur fim2. Par ailleurs la fonction de BPnc264 sur la
régulation de ’ARN messager de la transposase BP1118 peut étre supposée par analogie
avec des études menées chez une autre espéce procaryote et des caractéristiques
prédites du transcrit.
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Figure 35: Contexte génomique de BPnc264.

(A) : Résultats de séquencage centrés sur I'IS481 BP1118. (B): Représentation du
contexte génomique de I'IS481 et des transcrits observés. Les annotations sont
représentées sur les brins positifs (+) et négatifs (-) de I’ADN (Lignes bleues). Fleche
bleue : Annotation des séquences codantes de genes. Fleches rouges : Annotation des
IS481 et des régions répétées gauches (IRL) et droite (IRR). Fleches noires : Promoteurs.
Fléches oranges : Transcrits observés par séquencage a ARN.
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i. Localisation génomique et répartition de BPnc264

Le prolongement de transcription issu du Poyu: de I'1S481 BP1118 s’étend en antisens
du géne fim2, codant pour la fimbriae de sérotype 2, et dont la protéine est utilisée dans
certains vaccins acellulaires (Figure 35) (Sato and Sato, 1999). BPnc264 est prédit a une
taille de plus de 600 nucléotides, dont le départ de transcription démarre a 108
nucléotides de I'extrémité gauche de I'IS481 BP1118. Le chevauchement de BPnc264
avec I’ARN messager de la transposase est prédit a 19 nucléotides, et le chevauchement
de BPnc264 avec I’ARN messager de fim2 est prédit a plus de 500 nucléotides.

Le contexte génomique du géne fim2 parmi les souches du genre Bordetellae a été
déterminé par Blast-n sur les génomes des souches entiérement séquencées et
annotées (Altschul et al., 1990). Celui-ci a été déterminé par alignement de la séquence
génomique de BPnc264 prédite par nos résultats de séquencage a ARN (Figure
Supplémentaire S7). La présence de I'IS481 en aval du géne fim2 n’est retrouvée ni chez
Bordetella bronchiseptica, ni chez Bordetella parapertussis. Cependant, la position de
I'1S481 juste a coté de fim2 est retrouvée de maniere exacte chez toutes les souches
séquencées a ce jour de Bordetella pertussis. L'expression d’un ARN antisens au transcrit
de fim2 (BPnc264) serait donc spécifique de la lignée pertussis.

ii. Validations transcriptomiques et caractéristiques de BPnc264

La nature codante ou non-codante de BPnc264 a été prédite a I'aide du logiciel
ORFfinder identifiant de potentielles séquences codantes (Matériel et Méthode 17)
(Figure Supplémentaire 8). La séquence de BPnc264 contient 16 séquences codantes
potentielles, dont 15 coderaient pour des peptides, et une pour une protéine de 177
acides aminés. Parmi ces prédictions, le codon d’initiation ATG a été retrouvé chez 7
d’entre-elles. Cependant, un alignement Blast-p parmi la banque de donnée du NCBI des
séquences protéiques prédites ne montre aucun domaine connu a ce jour. La présence
de site de fixation du ribosome a été prédite a partir du logiciel RBS calculator prenant
en compte les 9 derniers nucléotides de la séquence en 3’ de ’ARN 16S (Matériel et
Méthode 17) (Salis, 2011). La séquence de BPnc264, bien qu’elle posséde de potentiels
cadres ouverts de lecture, n"aurait aucune séquence de fixation du ribosome et serait
donc non codante.

BPnc264 a été validé par Northern Blot avec une sonde s’hybridant dans la région
spécifique se prolongeant en antisens du gene fim2 (Figure 36A) (Matériel et Méthode
7). Un transcrit stable a été détecté a une taille approximative de 280 nucléotides,
inférieure a la taille prédite par séquencage. Le prolongement de transcription de
BPnc264 a été validé également par RT-PCR (Figure 36B) (Matériel et Méthode 9). L'ADN
complémentaire a été amplifié avec une amorce s’hybridant sur la séquence
correspondant a I'extrémité de I'lS en aval du Pout et une amorce s’hybridant sur la
séquence correspondant a la région du gene fim2. Le signal est positif pour les trois
amorces testées et indique donc que le transcrit BPnc264 provient bien d’un promoteur
interne a I'1S481 BP1118.
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Figure 36: Caractérisation transcriptomique de BPnc264.

(A) : Validation de BPnc264 par Northern Blot. L’ARN a été détecté avec 5 et 10ug d’ARN
totaux. L : Marqueur de taille. (B) : Validation de la taille de BPnc264 par RT-PCT. Le plan
de RT-PCR est détaillé dans le schéma. Les ADNc ont été générés avec les amorces R1,
R2 ou R3, et amplifiés avec les couples F/R1, F/R2 ou F/R3. T+ : Témoin positif de PCR
sur I’ADN génomique. T- : Témoin négatif de PCR. C: Contrble négatif de transcription
inverse. (C) : Validation du départ de transcription de BPnc264 et de fim2 par 5'RACE.
Les séquences vertes sont alignées sur le brin positif, et les séquences rouges sont
alignées sur le brin négatif. Les fleches noires représentent les départs de transcription
détectés par 5'RACE, et les rectangles bleus représentent les motifs -10 et -35 identifiés
pour chaque départ. Figure généré par CLC Genomics Workbench v10. (D) : Test de
stabilité de BPnc264 et de fim2 en phase Bvg+. Les cultures ont été arrétées a différents
temps aprés ajout de rifampicine et 5ug d’ARN totaux de chaque culture a été migré sur
gel. Le controle des quantités d’ARN a été vérifié par révélation de I’ARN 5S. L'intensité
de chaque bande a été quantifiée a I'aide du logiciel Scion Image et représentés sous
forme de graphique. La stabilité de chaque ARN a été testée en duplicatas biologiques.
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Pour valider ces observations, les départs de transcription de BPnc264, de BP1118
et de fim2 ont été déterminés par 5’RACE en séquencage a Haut-Débit (Figure 36C)
(Matériel et Méthode 6). Le départ de transcription de I'IS481 BP1118 a déja été décrit
dans le Chapitre 3 des résultats.

Le TSS de BPnc264 se situe a 6 pb en aval du codon d’initiation de la traduction du
géne de la transposase, position retrouvée par les Pout des 1S481 (Résultats Chapitre 3
Partie 1). Les motifs -10 et -35 déduits de cette position correspondent a ceux décrits
précédemment pour le géne katA (DeShazer et al., 1994). La validité de la 5’RACE en
séguencage a Haut Débit a été testée en déterminant le TSS du gene fim2, retrouvé a la
base pres par notre approche (Voir Résultats Chapitre 1 Partie 1) (Willems et al., 1990).

Le transcrit BPnc264 est orienté en antisens de deux génes, et est probablement non
codant. Pour déterminer I'intégrité de cet ARN régulateur potentiel, la demi-vie de
BPnc264 et de I'une de ses cible, fim2, a été testée (Figure 36D) (Matériel et Méthode
16). Le nombre de copies d’I1S481 étant supérieur a 240 chez la souche BpSM, la demi-
vie de BP1118 n’a pas pu étre testée pour des raisons de spécificité de sonde. En phase
Bvg*, la demi-vie de ’ARN antisens est inférieure a une minute, contrairement a celle du
transcrit de fim2, qui posséde une demi-vie comprise entre 8 et 9 minutes. La faible
demi-vie de BPnc264 comparée a celle de fim2 semble indiquer que sa fonction
potentielle n"aurait pas lieu dans cette phase. Des manipulations de stabilités en phase
Bvg et en phase Bvg' sont en cours de réalisation.

2. Double interaction et régulation de BP1118

i. Régulation de BP1118 : Analogie au RNA-OUT de I'IS10

Un réle régulateur potentiel de BPnc264 a été exploré. La régulation du géne de la
transposase a déja été étudiée chez I'IS10 retrouvée chez Escherichia coli (Case et al.,
1988, 1990; Ma and Simons, 1990; Ross et al., 2013; Simons and Kleckner, 1983).
L’hybridation de I’ARN régulateur, appelé RNA-OUT, sur la séquence de fixation du
ribosome bloque la traduction de I’ARN messager, appelé RNA-IN, et entraine sa
dégradation prématurée.

La configuration des promoteurs impliqués dans cette régulation est retrouvée chez
I'1S481 (Voir résultats chapitre 3). Le chevauchement entre les transcrits de BPnc264 et
de BP1118 est de 19 nucléotides, contre 36 nucléotides entre le RNA-IN et le RNA-OUT
de I'IS10 (Ma and Simons, 1990). La structure de BPnc264 a été prédite a I'aide du logiciel
RNA Fold a la fois pour une structure exigeant le minimum d’énergie libre en Kcal/mol,
et une structure exigeant un équilibre thermodynamique stable (Figure 37) (Matériel et
Méthode 17). Cette derniere représente une structure centroide, c’est-a-dire une
structure avec le minimum de base libre accordée a toutes les structures dans
I’ensemble thermodynamique. Une structure ARN stable est retrouvée a l'identique
pour les deux types de prédiction.

La structure transcrite du Pout jusqu’a la région répétée gauche de BP1118 est
retrouvée trés stable, une structure identique a été observée pour les deux prédictions.

92



La forme tige-boucle est retrouvée également pour le RNA-OUT. La prédiction de
structure, cumulée a la configuration génomique, renforce I'analogie entre le RNA-OUT
de I'IS10 et BPnc264 (Kittle et al., 1989). Cependant, la structure en aval de I'lS differe
fortement entre les deux prédictions. La séquence de BPnc264 orientée en antisens de
fim2 est donc peu stable ce qui est en concordance avec la mesure de demi-vie de
BPnc264 en phase Bvg*.

ii. Interaction de BPnc264 avec BP1118 et fim2

L'interaction de BPnc264 avec I’ARN messager de BP1118 et de fim2 a été testée par
des techniques de retard sur gel (Figure 38) (Matériel et Méthode 15). La séquence de
BPnc264 a été clonée en aval d’un promoteur T7 et transcrit in vitro en incorporant un
groupement biotine pour révéler les réactions d’hybridation et de retard sur gel
(Matériel et Méthode 14). L'ARN de BPnc264 marqué a la biotine a été incubé avec soit
I'extrémité 5’ de ’ARN de BP1118, soit avec I'extrémité 3’ de I’ARN de fim2, soit avec
ces deux fragments d’ARN en méme temps. Pour déterminer les bandes d’intérét, un
compétiteur BPnc264 non marqué a été utilisé pour chaque réaction.

Une interaction entre BPnc264 et ’ARN messager de BP1118 est observée (Figure
38, puit n° 2). L'ajout d’un compétiteur (puit 2c) entraine une diminution d’intensité de
la bande, indiquée par la fleche noire 2. De plus, l'intensité du signal de BPnc264 non
hybridé (fleche noire 1) s’intensifie en puit 2c comparé au puit 2. De la méme maniére,
une interaction entre BPnc264 et I’ARN messager de fim2 (fléeche 3) est observée par un
retard de migration plus important (puits 3 et 3c). L'ajout du compétiteur montre un
effet similaire aux indices 2 et 2c. Une double hybridation a été testée entre les ARN de

| Minimum d’énergie libre l ‘ Structure centroide

0 1

o .
Probabilité

d’appariement des bases

Figure 37 : Prédiction de la structure de BPnc264.

(A): Prédiction de structure de I'extrémité 5' du transcrit jusqu'a la région répétée
gauche de BP1118 avec le logiciel RNAfold. (B): Prédiction de la structure compléte de
BPnc264. Les structures ont été prédites avec une configuration exigeant le minimum
d’énergie libre, et une exigeant un équilibre thermodynamique stable.
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Figure 38 : Résultats préliminaires d'interaction entre les transcrits de BPnc264, BP1118
et fim2. Le résultats de retard sur gel est retrouvé dans le pannel de gauche avec, pour
chaque puit, les ARN engagés dans chaque réaction d’hybridation. Le compétiteur est
I’ARN BPnc264 non biotinylé. Les chiffres de 1 a 4 correspondent aux réactions testées
avec ou sans compétiteurs (c). Chaque réaction est schématisée par I’hybridation
attendue dans le pannel gauche avec BPnc264 représenté en orange, BP1118 en rouge
et fim2 en bleu.

BPnc264, BP1118 et fim2 en puits 4 et 4c. Les hybridations BPnc264/BP1118 et
BPnc264/fim2 ont été retrouvées, et la présence d’une bande supérieure indiquée par
la fleche noire 4 a été observée. BPnc264 peut donc s’hybrider dans un méme temps a
la fois a ’ARN messager de BP1118 et a I’ARN messager de fim2. Ces résultats de retards
sur gel restent préliminaires et doivent étre renouvelés avec différentes quantité du
compétiteur pour vérifier les bandes d’intéréts. Une dénaturation plus importante sera
testée pour masquer le bruit de fond produit par les ultrastructures.

3. Régulation de I’ARN messager de fim2 dans la cellule

BPnc264 est un ARN transcrit a partir du Pout de I'1S481 BP1118 et qui peut interagir
avec les ARN messagers de BP1118 et de fim2. De par son analogie au RNA-OUT de
I'IS10, on peut supposer qu’il déstabilise ’ARN messager de la transposase pour
empécher sa traduction et limiter les transpositions et les remaniements génétiques.
(Case et al., 1990; Ma and Simons, 1990; Ross et al., 2013). Afin d’étudier l'interaction
de BPnc264 avec le messager de fim2, I'expression du géne et la traduction de la
protéine Fim2 ont été étudiées en absence de du transcrit antisens.

i. Construction des mutants de BPnc264

Pour étudier la régulation de BPnc264 sur fim2, des mutants de délétion et de
complémentation ont été générés par double recombinaison homologue a partir de la
souche BpSM (Matériel et Méthode 2). Le processus de recombinaison dans le génome
nécessite deux séquences de recombinaison en amont et en aval de la région a muter.
Les 1S481 étant présentent en 246 copies sur le génome de la souche BpSM, une
recombinaison homologue avec une région de BP1118 affecterait d’autres séquences
d’insertion. Pour abolir I'expression de BPnc264, une délétion compléte de BP1118 a
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Figure 39 : Construction et validation des mutants de BPnc264.

La région génomique de BPnc264 chez les différents mutants est représentée dans le
panel de gauche. Fléches rouges: Séquences d’Insertion. Fleches bleues: Genes
annotés. Fleches jaunes : Séquences codantes annotées. Fleches oranges : BPnc264 et
les motifs -10 et -35 du Pout de BP1118. Fleches grises : Terminateur Term2039 de
Bordetella bronchiseptica RB50. Figure tirée de CLC Genomics Workbench v10.
L'expression de BPnc264 chez les différents mutants a été validée par Northern Blot
dans le panel de droite. L'ARN 5S a été révélé pour contréler la quantité d’ARN engagée.
L : Marqueur de taille. Fleche orange : Transcrit majoritaire de BPnc264.

donc été générée pour obtenir le mutant ABP1118::Term2039RB50, appelé ici
ABPNnc264 (Figure 39). Aucun terminateur de transcription n’a été prédit chez la souche
BpSM pour les génes greB et fim2 par le logiciel TransTermHP (Matériel et Méthode 17)
(Kingsford et al., 2007). Afin d’éviter un chevauchement de transcription entre ces deux
genes, le terminateur de greB originel de Bordetella bronchiseptica RB50, appelé
Term2039, a été inséré a la place du géne BP1118. Ce terminateur Rho-indépendant est
prédit comme une séquence forgant 'arrét de la transcription sur les brins positif et
négatif, le terminateur Term2040 étant la séquence du brin opposée de Term2039.

Un mutant de complémentation a également été généré par double recombinaison
homologue. La séquence de BP1118 étant complémentaire a 245 autres régions
génomiques, uniquement le promoteur Pyt de BP1118 et la séquence en aval ont été
insérés a l'extrémité 3’ de fim2 pour obtenir le mutant ABP1118::Term2039RB50-
PoutBP1118, appelé pour I’étude CBPnc264 (Figure 39).

Enfin, un mutant de surexpression ectopique de BPnc264 a été généré par
conjugaison, nommé ABP1118::Term2039RB50/pBBR1IMCS::Pou,:BP1118, appelé ici
+BPnc264. Le plasmide inséré, le pPBBR1MCS, contient la séquence du Poy: de I'IS481 ainsi
gue la séquence codante du gene fim2 en aval du promoteur orientée en antisens.
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Les séquences génomiques des différents mutants ont été vérifiées par séquencage
Sanger et |'expression de BPnc264 a été validée par Northern Blot (Figure 39) (Matériel
et Méthode 2 et 7). Le mutant de surexpression montre également un transcrit
majoritaire d’une taille de 280 nucléotides, mais également plusieurs tailles inférieures
et supérieures. Ceci est probablement d{ a des terminaisons de transcription précoces
et tardives.

ii. Etudes de la régulation de fim2 en phases Bvg* et Bvg"

Les constructions des mutants ayant été validées au niveau génomique et au niveau
transcriptomique, des études de I'expression de fim2 en condition standard de culture,
c’est-a-dire en phase Bvg*, ont été entreprises. Le transcrit de fim2 semble plus exprimé
par Northern Blot en phase Bvg* chez le mutant de délétion ABPnc264 comparé a son
expression chez la souche sauvage BpSM et le mutant complémenté CBPnc264 (Figure
40A) (Matériel et Méthode 7). Cependant, la quantité d’ARN messager de fim2 en phase
Bvg* entre ces trois souches ne varie pas significativement en qRT-PCR (Matériel et
Méthode 10). Un géne de référence, le géne purH dont I'expression est invariable, a été
sélectionné pour calculer les AACt. Le log, entre les souches ABPnc264 et BpSM calculé
est de 0,43.

La production totale de protéine Fim2 entre les 3 souches a également été révélée
par Western Blot (Figure 40B) (Matériel et Méthode 12). Un anticorps polyclonal a été
hybridé pour détecter la forme monomérique de Fim2 a partir des extraits protéiques
totaux, et a partir d’une fraction insoluble correspondant aux protéines ancrées a la
membrane, isolées apres ultracentrifugation. La quantité de protéine ne varie pas entre
les 3 souches parmi les extraits membranaires et les extraits totaux. BPnc264 ne régule
ni la stabilité de ’ARN messager de fim2, ni sa traduction en phase de virulence Bvg*.

L’'expression de I'ensemble des génes annotés des souches de référence BpSM, du
mutant de délétion ABPnc264 et du mutant de surexpression +BPnc264 a été analysée
par puces a ADN en suivant un plan d’analyse croisée des lames entre les trois souches
(Figure 40C) (Matériel et Méthode 11). De ce fait, un gene potentiellement affecté par
I'absence de BPnc264 adopterait un profil d’expression opposé entre les mutants
ABPnc264 et +BPnc264. Les transcriptomes ont été analysés a partir de cellules cultivées
en absence et en présence de sulfate de magnésium a 50mM pour obtenir des bactéries
en phases Bvg* et en phase Bvg respectivement. Cependant, le transcrit du gene fim2
ne varie pas entre les trois souches dans ces deux phases. La production 4 fois plus
importante de transcrits de fim2 chez le mutant +BPnc264 par rapport aux souches
BpSM et ABPnc264 pourrait provenir de promoteurs endogénes du plasmide
pBBR1IMCS, donnant un faible taux de transcription basal de fim2 (Figure
supplémentaire S9). Les profils des autres genes modulés en phase Bvg* ou Bvg ne
suivent pas un schéma de régulation dépendant de la mutation de BPnc264, mais
pourraient étre affecté par la culture. Par exemple, le géne BP2374 est plus exprimé
chez ABPnc264 que chez BpSM, mais n’est pas retrouvé moins exprimé chez le mutant
+BPnc264.
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Figure 40 : Etude de l'expression transcriptomique et protéique de fim2 chez les
différents mutants de BPnc264.

(A) : Northern Blot de détection de I’ARN messager de fim2 chez les souches BpSM,
ABPnc264 et CBPnc264. L'ARN 5S a été révélé pour controler la quantité d’ARN engagée.
L : Marqueur de taille. (B) : Western Blot de détection des monomeéres de Fim2 chez les
souches BpSM, ABPnc264 et CBPnc264. Les protéines ont été extraites et séparées en
une fraction soluble et insoluble, correspondant aux protéines ancrées a la membrane.
Les extraits totaux ont également été révélés. La révélation d’une protéine
recombinantes de Fim2 (Fim2-Rec), marquée avec une histidine, a permis de détecter
la bande d’intérét. (C): Analyses croisées des expressions transcriptomiques
déterminées par puces a ADN des souches BpSM, ABPnc264 et +BPnc264 en condition
Bvg* et Bvg'. Les valeurs sont exprimés en Log2 et ont été déterminées a partir de deux
sondes par lame. Le plan d’analyse croisée est schématisée au dessus du tableau,
chaque fleche bleue représentant une analyse de lame. Les cases vertes montrent une
expression plus importante de la souche testée par rapport a la souche de référence
(Log2>1), et a une expression plus faible pour les cases rouges (Log,<1).
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ili. Etudes de la régulation de fim2 en phase Bvg

BPnc264 n’agit donc pas sur la régulation de Fim2 ni au niveau transcriptomique ni
au niveau protéique en phase Bvg* et en phase Bvg'. Ce géne de virulence est un gene
de classe Il, il code pour une adhésine et son taux de transcription augmente
progressivement jusqu’a une expression maximale durant la phase Bvg' (Voir le chapitre
2 partie 2 de 'introduction) (Melvin et al., 2014). L’expression du géne fim2 a donc été
également déterminée lors de cette phase. Le sulfate de magnésium permet de réguler
le degré d’activité du systeme a deux composants BvgAS, régulant également le géne
fim2 (Decker et al., 2012; Dupré et al., 2015; Scarlato and Rappuoli, 1991). Différentes
phases Bvg' ont donc été obtenues en modulant la concentration finale de sulfate de
magnésium dans le milieu de culture pour obtenir un profil de transition de phase de
virulence (50mM pour la phase Bvg™; 40, 30, 25, 20, 15 et 10mM pour la phase Bvg';
OmM pour la phase Bvg*).

L’expression du gene fim2 a été détectée par Northern Blot chez les souches BpSM,
ABPnc264 et CBPnc264 cultivées en présence des différentes concentrations de sulfate
de magnésium (Figure 41A) (Matériel et Méthode 7). 'ARN messager de fim2 est
détecté a une concentration de 20mM jusqu’a OmM de sulfate de magnésium pour la
souche BpSM, alors qu’il est déja détecté a partir de 30mM pour le mutant ABPnc264.
La détection redescend a une concentration de 25mM pour le mutant de
complémentation CBPnc264. L'expression du géne fim2 est donc altérée dans les
premiéres phases de virulence Bvg'.

Afin de mesurer 'effet de cette différence de transcription sur la traduction de I’ARN
messager de fim2, les trois souches ont été cultivées en présence de 30, 25, 20, 15, 10
et OmM de sulfate de magnésium pour une évaluation en Western blot (Figure 41B)
(Matériel et Méthode 12). La quantité de protéine Fim2 semble plus importante chez le
mutant ABPnc264 a 25, 20 et 15mM de sulfate de magnésium. Pour confirmer ces
observations, l'intensité des bandes a été quantifiée avec le logiciel Scion Image, utilisé
pour quantifier différentes nuances de couleurs et de noir et blanc, et notamment déja
utilisé dans plusieurs domaines en biologie (Goodwin and Hsiang, 2010; Sotanaphun et
al., 2009; Tolivia et al., 2006). La quantité de monomeres de Fim2 est doublée chez le
mutant ABPnc264 a 25, 20 et 15mM par rapport a la souche BpSM. L’effet de la délétion
est complémentée a ces concentrations chez le mutant CBPnc264.

L’augmentation de la transcription de fim2 en phase Bvg' chez le mutant ABPnc264
pourrait indiquer que BPnc264 a un role déstabilisant sur ’ARN messager de fim2 et
provoque ainsi une dégradation du transcrit et ceci de maniére importante en phase
intermédiaire (Bvg'). La stabilité de ce transcrit a donc été testée sur les 3 souches
cultivées en présence de 20mM de sulfate de magnésium et par ajout de rifampicine
(Figure 41C) (Matériel et Méthode 16). Celui-ci a une demi-vie proche de 8min pour la
souche BpSM, et elle augmente a environ 13min chez le mutant ABPnc264. Ces résultats
sont partiellement complémentés chez le mutant CBPnc264 pour lequel la demi-vie du
transcrit est d’environ 11min. L'ajout uniguement de la séquence correspondant au Pout
et a la région non codante de BP1118 chez le mutant CBPnc264 pourrait expliquer la

98



complémentation partielle, la séquence compléete de BP1118 ne peut en effet pas étre
réinsérer pour des raisons d’homologie de séquence.

Pour déterminer I'impact de BPnc264 sur la régulation de fim2 au sein de la cellule,
des études préliminaires de formation de biofilms ont également été entreprises (Figure
42) (Matériel et Méthode 13). Les trois souches forment trés peu de biofilm en présence
de 50mM de sulfate de magnésium, correspondant a la phase Bvg". Aucune différence
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Figure 41 : Impact de BPnc264 sur la transcription et la traduction du gene fim2 en phase
Bvg'.

(A) : Northern Blot de détection du transcrit de fim2 sur des ARN extraits de cellules
cultivées avec différentes concentrations en sulfate de magnésium. La fleche orange
indique I’ARN messager de fim2. L’ARN 5S a été révélé pour contréler la quantité d’ARN
engagé. Les phases de virulence sont représentées avec les différentes concentrations
de MgS0O4 en mM. (B) : Western Blot de détection des monomeéres de Fim2 a partir
d’extraits protéiques totaux sur des cultures supplémentées de différentes
concentrations de sulfate de magnésium. Fim2 est indiqué par les fleches vertes. Une
protéine controle a également été révélée pour contrbler la quantité engagée. Les
différences d’intensité des bandes ont été quantifiées avec le logiciel Scion Image et
représentées sous forme d’histogramme. (C) : Test de stabilité et calcul de la demi-vie
de ’ARN messager de fim2 chez les souches BpSM, ABPnc264 et CBPnc264 cultivées en
présence de 20mM de sulfate de magnésium et de rifampicine. L'intensité des bandes a
également été calculée avec le logiciel Scion Image et représenté sous forme de
graphique.
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Figure 42 : Tests de formation de biofilm des souches BpSM, ABPnc264 et CBPnc264 en
absence et en présence de 50, 30, 20mM de sulfate de magnésium. Les écarts-type ont
été déterminés a partir de 8 réplicats techniques pour chaque souche et chaque
condition. Les seuils de significativités ont été calculés par un test de Mann-Whitney
disponible sur le site : http://www.socscistatistics.com/tests/mannwhitney/

Barres noires : Populations ayant des valeurs significativement différentes. Etoile : Seuil
de confiance de p < 0,05.

n’a pu étre observée également en phase Bvg* a OmM. Cependant, une augmentation
significative de la formation de biofilms a pu étre observée en présence de 20mM de
sulfate de magnésium pour la souche mutante ABPnc264 par rapport aux souches BpSM
et au mutant complémenté CBPnc264.

4, Discussion : Les 1S481, un réservoir de double ARN régulateurs potentiels

Les ARN non codant orientés en antisens de genes font partis d’une catégorie d’ARN
régulateurs dont I’étude est en pleine essor (Chang et al., 2015; Georg and Hess, 2011;
Lasa et al., 2012; Pinel-Marie et al., 2014; Wen et al., 2013). Ces transcrits agissent
régulierement sur une unique cible pour réguler 'activité codée par le géne a une ou
plusieurs conditions favorables ou non a son expression. BPnc264 est un ARN régulateur
indépendant orienté en antisens de deux génes, BP1118 et fim2. L'existence d’ARN
régulateurs bactériens orientés en antisens de deux génes et capables d’agir sur ces 2
geénes n’a pas encore été répertoriée. Nous avons montré que BPnc264 est capable de
s’hybrider a la fois a ’'ARN messager de BP1118 et a ’ARN messager de fim2, ce qui en
ferait donc, a notre connaissance, le premier cas du genre. De par son homologie avec
le RNA-OUT produit par I'lIS10 chez Escherichia coli, il déstabiliserait I’ARN messager du
géne de la transposase porté par I'IS481 BP1118 (Case et al., 1990). Cette régulation,
commune aux ARN transcrits par le Pout des IS481, inhibe la traduction de la transposase
et empéche un remodelage important du génome (Ellis et al., 2015; Ma and Simons,
1990). Par ailleurs nous venons de montrer que l'interaction de BPnc264 avec I’ARN
messager de fim2, la seconde cible, entraine une dégradation prématurée du transcrit
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messager qui affecte la quantité de protéine Fim2 traduite. La régulation de fim2 ayant
lieu en phase de transition de virulence Bvg, la régulation par BPnc264 pourrait
intervenir de maniere spécifique dans les phases précoces de la colonisation du tractus
respiratoire de I’'hote (Figure 43).

La fimbriae permet au pathogeéne de supprimer la réponse inflammatoire et
d’adhérer aux cellules épithéliales, notamment pour coloniser le tractus respiratoire
inférieur comme montré chez la souris (Melvin et al., 2014). La régulation de fim2 par
BPnc264 pourrait limiter la production de pili pour éviter 'adhésion lors de la phase de
transmission Bvg' lorsque la bactérie n’est pas encore dans le tractus respiratoire
inférieur. Fim2 constituant le corps du pili, BPnc264 pourrait entrainer un retard dans la
formation complete de la fimbriae (Voir Introduction Chapitre 2 Partie 2). Cette
hypothese est renforcée par I'observation de la formation précoce de biofilms chez un
mutant déficient dans la production de I’ARN régulateur (Figure 42). La faible stabilité
de BPnc264 permettrait de réguler finement cette production d’antigéne lors des
premieres phases de l'infection. BPnc264 n’ayant aucun impact sur fim2 en phase Bvg*,
la transcription abondante de fim2 passerait au-dessus de la régulation de BPnc264,
permettant la formation de biofilms et donc I’adhésion du pathogéne aux cellules
épithéliales pour prévenir des dégagements de mucus (Cattelan et al., 2016; Scheller et
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Figure 43 : Schéma d’interaction et de régulation de BPnc264.

L’ARN régulateur BPnc264 (Orange) peut s’hybrider sur son extrémité 5" a I’ARN
messager de BP1118 (Rouge) pour réguler le remodelage du génome et sur son
extrémité 3’ a 'ARN messager de de fim2 (Bleu) pour le déstabiliser et inhiber sa
traduction. La régulation de fim2 pourrait étre impliquée dans les phases précoces de la
colonisation du tractus respiratoire. Fleches rouges : Annotation des 1S481. Fleches
Bleues : Annotation des séquences codantes. Fleches noires : Promoteurs Pout, Pin et
Pﬁmz-
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al., 2015). Cette régulation est spécifique de Bordetella pertussis car il n'y a pas
d’homologue de BPnc264 chez Bordetella bronchiseptica ou parapertussis, laissant
supposer que BPnc264 pourrait jouer un role, avec d’autres facteurs de virulence, dans
la spécificité d’hote du pathogene et la colonisation du tractus respiratoire de I'étre
humain. L'impact global de BPnc264 sur la colonisation du tractus respiratoire sera a
I'avenir déterminé par des tests de formation de biofilm, des tests d’adhésion in vitro
sur des cellules épithéliales, et également des tests de production de cellules
immunitaires, de colonisation et de localisation in vivo du pathogéne et des mutants de
I’ARN régulateur lors d’infection chez le modele murin.
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Discussion et perspectives
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Les travaux détaillés dans cette these ont permis d’élucider certains aspects
transcriptomiques de Bordetella pertussis par détermination du transcriptome primaire,
premiere étude de ce cas chez ce pathogene. L'analyse des données a permis de mettre
en évidence une architecture complexe propre a chaque géne et de déterminer un
ensemble de génes exprimés a I’état de virulence, déja mis en évidence auparavant (Hot
et al. 2003; Cummings et al. 2006; Moon et al. 2017; Deora et al. 2001). Les techniques
de séquencage des ARN totaux combinées a des analyses de prédictions
bioinformatiques ont permis de mettre en évidence 477 structures polycistroniques
exprimées en phase Bvg* contre 838 structures monocistroniques ayant pour la majorité
d’entre eux des caractéristiques transcriptomiques particulieres. Une proportion de
0,90% d’ARN messager dépourvu de séquence non traduite a pu étre identifiée, ainsi
que 120 longs 5’UTR correspondant pour certains d’entre eux a des structures
régulatrices comme des riboswitches ou des 5’UTR chevauchant. Plusieurs transcrits
présentent également des prolongements en 3’UTR, dont certains chevauchent les
transcrits en aval, reflétant une régulation potentielle de génes ayant des fonctions
opposées (Brantl 2007; Lasa, Toledo-Arana, and Gingeras 2012; Thomason and Storz
2010). De plus, plus de 900 ARN régulateurs indépendants, appelés « small RNA » en
anglais, ont été prédits en phase Bvg* chez le pathogene.

La proportion de candidats ARN régulateurs et de structures régulatrices
indépendantes identifiés est comparable a celles d’autres pathogénes (Sharma et al.
2010; Toledo-Arana et al. 2009). L’étude de ces candidats, de leurs fonctions et modes
d’action devrait permettre d’élargir nos connaissances sur la régulation de la virulence
de Bordetella pertussis et potentiellement d’identifier de nouveaux éléments reliés a
son adaptation a la pression vaccinale. Deux exemples soulevés par notre étude du
transcriptome primaire concernent le chevauchement des transcrits des genes bvgAS et
bvgR (Résultats Chapitre 1 Partie 2), et la validation des prédictions d’ARN transcrits en
antisens des génes de virulence (Résultats Chapitre 2 Partie 2). L'extension de notre
annotation du transcriptome primaire a différentes phases de virulence permettrait
d’étoffer la liste de transcrits régulateurs potentiellement impliqués dans la régulation
de la virulence de Bordetella pertussis. Des thermosenseurs, non identifiés dans notre
étude, pourraient étre prédits en comparant notre annotation actuelle avec I'annotation
du transcriptome de la souche BpSM en phase Bvg™ cultivée a 20°C (Dupré et al. 2015;
Dupré et al. 2013). De la méme maniére, les ARN régulateurs impliqués dans la virulence
du pathogéene seraient identifiés et validés par analyse du transcriptome de la bactérie
cultivée en présence de 25mM (Bvg') ou de 50mM (Bvg’) de sulfate de magnésium et
chez un mutant AbvgA (Bvg’). Enfin, 'annotation du transcriptome du mutant ArisA nous
permettrait de prédire les ARN régulateurs ayant un profil vrg ou vag dépendant de ce
facteur de transcription.

L’analyse du transcriptome primaire suivi des validations biologiques ont également
permis de montrer I'existence d’ARN régulateurs transcrits par les 1IS481 chez Bordetella
pertussis. Ces ARN sont majoritairement transcrits a partir du Pout, orienté en antisens
de 'ARN messager de la transposase, et dont la transcription s’étend en antisens des
geénes en aval. Leur fonction potentielle de double ARN régulateur a pu étre explorée a
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partir du transcrit BPnc264, régulant la production de transposase et de fimbriae lors
des étapes intermédiaires de virulence. Ce systeme de régulation, encore non
documenté, montre que les séquences d’insertions impactent sur la régulation des
génes environnant leur séquence. Le nombre important de ces ARN issus des IS et
orientés en antisens de deux genes (150 pour la souche Tohama 1) sous-entend une
régulation globale complexe du pathogene, certains candidats ARN régulateurs étant
prédits en antisens de génes impliqués dans le métabolisme (exemples : metX, aroE),
dans la réplication et la réparation de I’ADN (exemples : recR, dinP) ou encore dans la
virulence (exemple : fim2) (Tableau Supplémentaire S2).

L’étude de BPnc264, orienté en antisens des transcrit du gene de la transposase
BP1118 et du gene de virulence fim2, a permis de caractériser son réle régulateur.
Cependant, I'impact biologique de ce transcrit est a compléter par une étude
approfondie de I'adhésion des cellules impactées dans son expression in vitro et in vivo.
L'avantage de la régulation de I'expression du gene fim2 chez Bordetella pertussis
pourrait également étre déterminé par insertion de I'1S481 BP1118 chez Bordetella
bronchiseptica et Bordetella parapertussis en aval du géne fim2 et des tests de
formation de biofilms et d’adhésion in vitro. Les prolongements de transcription des
IS481 pourraient avoir un role dans I'adaptation de Bordetella pertussis a la pression
vaccinale par régulation des génes environnant ces flots génétiques. Les remaniements
génomiques étant fréquents chez certaines souches, la détermination de la régulation
des promoteurs Pin et Pout des 1S481 permettrait d’élucider I'impact de ces transcrits sur
I’adaptation du pathogéne (Brinig et al. 2006). Les éléments génétiques mobiles au sein
des génomes bactériens sont majoritairement activés en cas de stress, les 1S481
pourraient de ce fait étre régulées en fonction de la topologie de 'ADN génomique
(Nagy and Chandler 2004). De cette maniére, il est envisageable de caractériser
I'importance transcriptomique des IS481 en induisant des remaniements génétiques en
condition de stress extréme (Cultures sous UV, en présence de faibles concentrations
d’antibiotiques, induction d’un choc osmotique), et de caractériser d’un point de vue
génomique et transcriptomique les cellules survivantes.

L'importance des ARN transcrits par les IS est encore plus significative si I'on
considére leurs localisations et leurs spécificités génomiques au sein de différentes
souches d’une méme espece. Bordetella pertussis ayant un génome contenant plus de
23015481, la production de ces doubles ARN régulateurs varie d’'une souche a une autre
de par leurs positions génomiques (exemple : le candidat ARN orienté en antisens du
géne tgt transcrit spécifiquement chez la souche Tohama | par rapport a la souche D420
— Voir Résultats Chapitre 3 Partie 2) (Parkhill et al., 2003; Stibitz and Yang, 1999). Les
variations génomiques seraient donc également en lien avec une variation d’un réseau
de régulation complexe donné par les séquences d’insertion. Cette régulation assurée
par les transcrits produits par les éléments génétiques mobiles pourrait également se
retrouver chez d’autres agents pathogénes dont le génome comprend de nombreuses
IS, affectant a la fois la plasticité de leur génome et le réseau de régulation de leur
transcriptome (Siguier et al., 2014, 2015; Vandecraen et al., 2017).
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Matériel et Méthodes

1. Cultures des souches et suivie de croissance

Souches et Plasmides

Les souches et les plasmides utilisés dans cette étude sont détaillés dans le tableau
ci-dessous, avec une description des plasmides utilisés, le génotype des souches
étudiées, et la source ou la référence décrivant le plasmide ou la souche :

Souches et
plasmides

Description

Sources et Références

B. pertussis

BpSM

D420
AHfq
AbvgA
ArisA
ABPnc264
CBPnc264
+BPnc264

E. coli

DH5a
TOP10
SM10

Plasmides

pJQ200mp18-
rplS

pJQ200-
ABPnc264
pSS1129
pSS1129-
CBPnc264
pBBR1MCS
pBBR-BPnc264
pUCIDT-KAN-
ABPnc264
pUCIDT-KAN-
CBPnc264
pUCIDT-KAN-
+BPnc264
pCR2.1-TOPO
pCR-BPnc264
pCR-BP1118

pCR-fim2

Souche Tohama | dérivée résistante a la
streptomycine ; Bvg*; SmFf

Souche clinique circulante; Bvg*

Souche BpSM délétée du géne Hfg ; Bvg ; SmR

Souche BpSM délétée du géne bvgA ; Bvg ; SmR

Souche BpSM délétée du géne risA ; Bvg*; SmF

ABP1118::Term2039RB50 ; Bvg*; Sm®

ABP1118::Term2039RB50-PoutBP1118 ; Bvg*; SmF

ABP1118::Term2039RB50/pBBR1MCS::PoutBP1118
; Bvg*; SmRCmR

Souche favorisant les transformations
Souche favorisant les transformations
Souche de conjugaison ; RP4-2-Tc::Mu Apir ; KmR

Vecteur de conjugaison ; GmF

pJQ200mp18-rplS avec l'insert de délétion de
BP1118

Vecteur de conjugaison ; Gm® AmR

pSS129 comportant l'insert de complémentation
génomique de BPnc264

Vecteur d’expression ; CmR

pBBR1MCS avec I'insert d’expression de BPnc264

Vecteur de réception portant I'insert ABPnc264

Vecteur de réception portant I'insert CBPnc264
Vecteur de réception portant I'insert +BPnc264

Vecteur de clonage TA ; KmR AmFf

pCR2.1-TOPO avec la séquence de BPnc264

pCR2.1-TOPO avec la séquence en 5’ transcrite de
BP1118

pCR2.1-TOPO avec la séquence en 3’ transcrite de
fim2

Antoine and Locht
1990

Boinett et al. 2015
Bibova et al., 2013
Coutte et al. 2016
Coutte et al. 2016
Cette étude

Cette étude

Cette étude

Invitrogen

Invitrogen

Simon, Priefer, and
Pihler 1983

Quandt and Hynes
1993
Cette étude

Stibitz 1994
Cette étude

Kovach et al. 1995
Cette étude

IDT

IDT

IDT

Invitrogen

Cette étude

Cette étude

Cette étude
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ii. Cultures liquides et suivi de croissance

Les souches de Bordetella pertussis ont été cultivées sur milieu solide Bordet Gengou
(BG), supplémenté a 10% de sang de mouton défibriné, pendant 48 heures a 37°C
(Bordet and Gengou, 1906). Les bactéries ont été adaptées dans 10 ml de milieu liquide
Stainer-Scholte modifié, pendant 24 heures a 37°C sous agitation, avant
ensemencement des cultures a une DOgoonm finale de 0,1 dans les mémes conditions
(Stainer and Scholte, 1970). Pour les validations par Northern Blot, les cultures ont été
arrétées en phase précoce de croissance (DOsoonm = 1,5 3 1,8), en phase exponentielle
de croissance (DOsoonm = 2 32,5) ou en phase tardive de croissance (DOsoonm = 3 a 3,5) .
Pour les expériences sur les ARN (Northern blot, RNA-seq, RT-PCR, microarrays), 8ml de
cultures homogénéisées avec 2ml d’un mélange de phénol / éthanol (5:95, vol:vol) ont
été centrifugées 8 minutes a 4°C 4000rpm et conservées a -80°C. Pour les expériences
protéiques, les cultures ont directement été centrifugées et stockées dans les mémes
conditions.

Pour les modulations phénotypiques, le milieu de culture liquide Stainer Scholte a
été supplémenté a 10, 15, 20, 25, 30, 40 ou 50mM en sulfate de magnésium
(concentration finale) pour obtenir le pathogéne en phase Bvg' et Bvg". Les différents
mutants étudiés ont été cultivés dans les mémes conditions modulées ou non. La
croissance de la souche BpSM et du mutant AHfq ont été suivies par mesure continue
de la densité optique en utilisant le systéme Elocheck (Biotronix) a partir d’une culture
ensemencée a une DOsoonm = 0,1 en milieu Stainer-Scholte modifié et supplémenté avec
100 pg/ml de streptomycine.

2. Clonage de plasmide et génération des mutants

Les mutants ont été générés par double recombinaison homologue. Les inserts ont
été synthétisés et clonés dans le plasmide pUCIDT-KAN par IDT. Les plasmides ont été
transformés par choc thermique chez des E. coli DH5q, cultivées dans 2mL de milieu
Luria-Bertani (LB) (Conda #1231) supplémenté de 50 pug/mL de kanamycine (Sezonov et
al., 2007). Les plasmides ont été extraits par MiniPrep (Thermoscientific #K0502) en
suivant les recommandations du fournisseur. Les vecteurs de conjugaison et les vecteurs
portant l'insert digérés avec les enzymes de restriction Hindlll pendant 1h a 37°C suivi
d’une extraction organique au phenol-chloroforme-isoamyl alcool (PCl) (25:24:1;
vol:vol) (Fluka #77617) et d’une digestion avec I'enzyme BamHI pendant 1h a 30°C
(Invitrogen #ER00O51 #ER0501). Les inserts et vecteurs digérés ont été extraits apres
électrophorese avec le kit Genelet Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific #K0691)
et ligaturés avec le kit Fast-Link™ DNA Ligation Kit (Epicentre #LKO750H). Les vecteurs
ont d’abord été transformés chez des E. coli DH5a et/ou TOP10, extraits pas MiniPrep,
puis transformés une nouvelle fois chez des E. coli SM10 par choc thermique. La
présence de l'insert a été vérifiée par PCR avec les amorces du tableau 7.

Les souches ABPnc264 et CBPnc264 ont été obtenues par double recombinaison
homologue, les vecteurs de conjugaison ont été transférés par conjugaison avec les
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souches SM10 possédant le plasmide sur milieu BG supplémenté de 100uM de MgCl,.
Les souches de Bordetella pertussis mutées ont été sélectionnées par pression
antibiotique. Les plasmides pSS1129 et pJQ200mp18-rplS possédant un gene de
résistance a la gentamycine et un géne de sensibilité a la streptomycine, le premier
événement de recombinaison intégrant le plasmide fournit une sensibilité partielle a la
streptomycine et une résistance a la gentamycine, alors que le second événement induit
une résistance a la streptomycine et une sensibilité a la gentamycine. Chaque clone
obtenu a été stocké dans un mélange de milieu liquide SS et de glycérol (1:1).

La délétion / insertion génomique des clones obtenus du mutant a été amplifiée par
PCR sur I’ADN génomique (Matériel et Méthode 9), et vérifiée en séquengage Sanger
avec les amorces ci-dessous (tableau 7). L'absence de mutations secondaires a été
vérifiée par séquencage de I’ADN génomique entier des mutants ABPnc264 et CBPnc264
sur le séquenceur lllumina Nextseq 500. Les librairies de séquencage ont été construites
avec le kit Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina #FC-131-1024) et les
séquences ont été alignées avec le logiciel CLC Genomics Workbench v10.

Nom de I'amorce | Sens Séquence 5' - 3' | Taille (nt) | Tm (°C) | Qualité de I'amorce (%)
0551129 > |ccccgaaaagtgecacctgac 21 60.9 97

< |cgtagatgcacatcgttgegetc 23 60.5 93

ACBPRC264-vec > |ccaccgtgctctacatggacc 21 59.8 87
< |gcttgacttgcgggcatacaa 21 58.2 95

ACBPNC264-rec > |gcgattacctgtacggcaagaage 24 60.2 96
< |ccgaccactgactacagcacc 21 59.6 87

Tableau 7: Amorces de vérification de présence de l'insert dans les vecteurs de
conjugaison

3. Extraction d’ARN et contrdle qualité

Les culots bactériens arrétés en présence de phénol ont été lysés avec 400ug de
lysozyme (Sigma Aldrich #L6876). Les ARN totaux ont été extraits avec le kit TRI Reagent
(Ambion #AM9738) en suivant les recommandations du fournisseur. L’ADN génomique
a été digéré en traitant 30ug d’ARN totaux a la DNase | (Sigma Aldrich #AMPD1-1KT) a
température ambiante pendant 10 min. La quantité et la pureté des échantillons ont été
déterminées par mesure de la densité optique au spectrophotométre Nanodrop 2000
(Thermo Fisher), et I'intégrité des ARN a été contr6lée par électrophorese capillaire au
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Les ARN utilisés pour les expériences suivantes
ont été sélectionnés avec une valeur d’intégrité (RIN, RNA Integrity Number) supérieure
ao.

4. Séquencage profond des ARN totaux

Les ARN totaux des souches BpSM et D420 ont été traités avec le kit Ribo-Zero™
RNA removal Kit (Epicentre #MRZH11124) en suivant les recommandations du
fournisseur pour appauvrir la préparation en ARN ribosomiques. La quantité et la qualité
des ARN ont été déterminées respectivement par Nanodrop 2000 et Bioanalyzer 2100.
Les librairies de séquencage ont été construites a partir du kit TruSeg® Stranded Total
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RNA Library Prep (lllumina #20020598) et séquencés sur le séquenceur HiSeq® 2500. Les
séguences obtenues ont été alignées a I'aide du logiciel CLC Genomics Workbench v10
sur le génome de Bordetella pertussis Tohama | (NC002929.2).

5. Séquencage différentiel des ARN totaux

i. Traitements enzymatiques et construction des librairies

Cing microgrammes d’ARN totaux ont été traités avec 1U de 5 monophosphate
exonucléase (TEX) (Epicentre #TER51020) pendant 1h a 30°C. La réaction a été stoppée
avec 1ul d’EDTA 100mM pHS8 et purifiée avec une extraction organique PCl. Les ARN ont
été dosés au Nanodrop 2000 et une quantité égale d’ARN traités (TEX+) et non traités
(TEX-) ont été incubés avec 1U d’ARN 5’ polyphosphatase (Epicentre #RP8092H)
pendant 1h a 37°C. La réaction a été arrétée par une nouvelle extraction organique PCI.

Les librairies ont été construites a partir de 500ng d’ARN traités TEX+ et TEX- avec le
kit lon Total RNA-seq Kit v2 (Thermo Fisher #4475936) en suivant les recommandations
du fournisseur. Les librairies ont été purifiées par deux fois avec les billes Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter #A63880) (1:1,8 ; vol:vol). La qualité des ARN aprés
fragmentation et la qualité des ADN complémentaires obtenus ont été déterminés par
Bioanalyzer 2100. La PCR en émulsion, I’enrichissement des billes, et la réaction de
séquencage ont été faites a partir des kits lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit et lon PGM™
Hi-Q™ View Sequencing Kit (Thermo Fisher #A29900 #A30044) au départ de 9pmol de
chaque librairie. Les billes enrichies ont été séquencées sur une puce 318v2 (Thermo
Fisher #4488150) sur le séquenceur lon Torrent PGM.

ii. Alignement des séquences et prédictions des TSS

Des triplicats biologiques ont été analysés pour la souche BpSM cultivée en présence
de 50mM de sulfate de magnésium (Phase Bvg’), et quatre réplicas pour la souche BpSM
cultivée en condition classique (Phase Bvg*). La qualité des librairies a été controlée par
fastqc, et les adaptateurs A et P1 ont été enlevés des séquences en utilisant le ‘fastq
quality trimmer’ de I'outil ‘fastx’ avec une qualité de score Phred de 22 minimum. Les
séquences de taille inférieures a 16 bases ont été supprimées. Les librairies ont été
alignées sur le génome de Bordetella pertussis Tohama | (NC_002929.2) avec l'outil
Segemehl avec les paramétrages par défaut (Otto et al., 2014).

Chaque réplica de séquencage différentiel d’ARN a été analysé avec le logiciel TSSAR
avec une taille de pic minimale de 2. L'enrichissement relatif du signal des 4 librairies
TEX+ de la phase Bvg* et des 3 librairies TEX+ de la phase Bvg ont été fusionnés en
accord avec la loi de fusion des tests de probabilité de Fisher et corrigés par la méthode
de Benjamini et Hochberg (Benjamini and Hochberg, 1995; Fisher, 1925). Les positions
présentant un enrichissement de départ de séquence dans les librairies TEX+ comparés
aux librairies TEX- avec une significativité de 0,1 ont été considérées comme TSS. Les TSS
séparés de moins de 10pb ont été fusionnés et représentés par le pic le plus proéminent.
Chaque TSS ainsi déterminé a été numéroté.
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6. 5’RACE en séquencage Haut-Débit

Les départs de transcription ont été validés par 5'RACE en séquencgage a Haut Débit
comme décrit par Beauregard et al. 2013. Brievement, 30ug d’ARN totaux ont été traités
avec 1U de 5’ monophosphate exonucléase (TEX) (Epicentre #TER51020) pendant 1h a
30°C, purifiés par une extraction organique PCl puis traités avec 1U d’ARN 5’
polyphosphatase (Epicentre #RP8092H) pendant 1h a 37°C suivie d’'une nouvelle
extraction organique PCl. Un adaptateur ARN synthétique a été ligaturé a I'extrémité 5’
des ARN par utilisation de 40U d’ARN T4 ligase 1 (BioLabs #M0437M) et en présence
de 10 uM d’adaptateur pendant 1h a 37°C avant une nouvelle purification PCI. La
séquence de I'adaptateur ARN est répertoriée dans le tableau ci-dessous (tableau 8).
Des ADN complémentaires des |'ensemble des transcrits ont été obtenus par
transcription inverse en utilisant des amorces de séquences aléatoires de 8 nucléotides
(Thermo Fisher #8080127) et le kit SuperScript Il (Thermo Fisher #18080044) en suivant
les recommandations du fournisseur. Les ADN complémentaires ont ensuite été
amplifiés par PCR avec la polmérase Herculase Fusion Il (Agilent #600675) en suivant les
recommandations du fournisseur. La premiére amorce est spécifique de la séquence de
I’adaptateur ARN et la seconde amorce est spécifique de la séquence de la cible (tableau
8). Les amorces ont été sélectionnées a I’aide du logiciel Fast PCR (Kalendar et al., 2014).
Les séquences A et P1 tronqué reconnues par le séquenceur PGM ont été ligaturées aux
produits PCR avec le kit lon Plus Fragment Library (Thermo Fisher #4471252) en suivant

No;\;::tgl';mufr / Sequence (5' ->3') Taille (nt) | Tm(°C) Quallte((;u) primer
A (lon Torrent) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG 33nt - -
P1T (lon Torrent) CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT 23nt - -
Adaptateur ARN ATGCGCGAATTCCTGTAGAACGAACACTAGAAG 33nt 624 82
PtxA TGGCGGGAGGATCGTCGGC 19nt 64,1 91
fim2 ATGACGCAGGTGGTGTCGGTG 21nt 61,7 93
bipA GGACCAATGACCAGACAACACG 22nt 58,3 90
bfr CAGACAGGCGCGTAAAGCTGG 21nt 60,8 89
katA GGGTCTTGTTGGTCATTGCGT 21nt 58 93
BP0840_1 GGCAGCGAGCAGAGTCTTTT 20nt 57,6 82
BP0840_2 TTGCATCAAAAATCGGCAGGAC 22nt 56,6 91
BP3322 TGCGGGGAGCGAATGCAATC 20nt 60,6 84
SAH TCCCGCTTCATGCGACAAAGGT 22nt 61 94
SAM-a CGCAGGAATACAGGAGCAACG 21nt 58,3 87
Glycine GCGGTATGGGTTACCTGAGCGA 22nt 60,7 93
AS-talB CCAGCGAGAAACTGTCCGAGG 21nt 59,8 94
P" 15481 CCGCTTCAGGCACACAAACT 20nt 58,3 91
BPnc180 CGAGCAGTTCGAGTTTCGCGT 21nt 59,6 96
BPnc264 CCTACGTCAAAAAGAACGGCGA 22nt 57,5 90
BPnc266 GCTGGCGCTGCTTTGAATGC 20nt 60,6 86
BPnc385 CCATTGCCTGGGCCTTGATGG 21int 61,3 95
BPnc418 GACGACAGCGCCTGAGGGCA 20nt 64,1 86
BPnc468 TGTACAGGCTGGTCTTCAGCCA 22nt 59,8 94
BPnc576 GGGGCGAACTATAGCACAACT 21nt 56,8 83
BPnc917 CGATCCACGAAGTCAGGCACCT 22nt 60,8 97
BPnc962 TGCTAGGTGCCCCGCAAGCATC 22nt 64,1 92

Tableau 8: Séquence des adaptateurs et des amorces utilisées en 5'RACE
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les recommandations du fournisseur. Les produits PCR obtenus ont été purifiés par deux
fois avec les billes Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter #A63880) (1:1,8 ; vol:vol) et
séquencés sur une puce de séquencage 314 v2 avec les kits Hi-Q du séquenceur lon
Torrent PGM (Thermo Fisher #4488144 #A29900 #A30044).

Aprés séquencage, les séquences des adaptateurs ont été enlevées des séquences
d’intérét avec le logiciel ‘cutadapt’ (Martin, 2011). Les séquences ont été alignées sur le
génome de Bordetella pertussis Tohama | (NC_002929.2) avec le logiciel CLC Genomics
Workbench v10. Chaque cible a été validée pour un minimum de 15 séquences alignées
sur la méme position. Les TSS multiples séparés d’un ou deux nucléotides ont été
fusionnés et représentés a la position du TSS le plus proéminent.

7. Northern Blot

i. Sélection des sondes de détection : Fast PCR

Les sondes biotinylées en 5’ utilisées pour la détection de transcrits par Northern
Blot ont été sélectionnées avec le logiciel FastPCR et sont répertoriées dans le tableau
9 (Kalendar et al., 2014).

ii. Protocol et « striping »

Les ARN totaux ont été dénaturés pendant 4min a 70°C, et 5ug d’ARN totaux par puit
ont été migrés sur un gel dénaturant formé de 10% acrylamide:bis-acrylamide (37,5:1 ;
vol:vol) et 8M d’urée dans un tampon de TBE 0,5X. Les ARN ont été transférés sur une
membrane BrightStar Plus (Thermo Fisher #AM10100) pendant 100min a 4°C a
ampérage constant de 90mA, puis ancrés a cette membrane par action des UV dans un
UV-Stratalinker 2400. Le tampon Northern Max (Thermo Fisher #AM8677) a été utilisé
pour I'hybridation les oligonucléotides biotinylés sur I’ARN cible. Les membranes ont été
révélées par chimioluminescence avec le kit BrightStar Biodetect (Thermo Fisher
#AM1930). Pour la majorité des Northern Blot, la quantité d’ARN déposé par puit a été
contrélée par révélation de I’ARN 5S (sonde disponible dans la publication Hot et al.
2011). Apres révélation des cibles, les sondes ont été désappariées de leur cible par
incubation de la membrane dans une solution de Striping (5mM Tris pH8, 0,2mM EDTA,
0,1X Denhardt’s (Thermo Fisher #750018)). Aprés trois lavages au TE 1X pH7,3,
I’"hybridation et la révélation de la sonde de I’ARN 5S ont été réitérés de la méme fagon.

8. Extraction d’ADN génomique

L’ADN génomique des souches de Bordetella pertussis a été extrait a partir du kit
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen #51304). Les culots bactériens ont été resuspendus dans
160ul de lysozyme 10mg/ml et 40ul de protéinase K avant de suivre les
recommandations du fournisseur. Les membranes des colonnes d’extraction ont été
éluées avec de I'eau pure certifiée sans RNase ni DNase (Thermo Fisher #10977035).La
qguantité et la pureté de I’ADN extrait ont été déterminées au Nanodrop 2000.
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Nom de la Sens Séquence 5' > 3' Taille Tm (°C) Contenance
sonde (nt) en GC (%)

BPnc008 > |cgttcecttectgttggegacac 23 62.4 60.9
BPnc082 > |cgcaacaagcggeggggtttgeeg 24 69.6 70.8
BPnc180 > |cggtattccactgacggegga 21 60.9 61.9
BPnc181 > |ccagctaccgtcaaggtcgg 20 59.8 65
BPnc218 < |gccactgattgctccaccca 20 59.9 60
BPnc233 > |ttgtgtctggcacggcttteege 23 64.3 60.9

< |cgccatgcaaaaaggcaccc 20 60.7 60
BPnc264 < |gtggtctacccctagetgtg 20 56.6 60

< |gtcaaaaagaacggcgacgtcgaagecagegecatcaccacttatgtgggtttttecgtg 60 72 53.3
BPnc344 < |cggtgatacgcatcgccaag 20 58.6 60
BPnc363 < |gcgattgtactcgettgggeac 22 60.8 59.1
BPnc370 < |ggtgaacctgatagagggttccge 24 61.2 58.3
BPnc375 < |gtcgcccatgattctctect 20 56.3 55

> |acgcaaaccgtcgctccacact 22 63.1 59.1
BPnc384 > |gcggtgaatctggtcaggtcgg 22 62 63.6

< |cgagccttactccggeactggttc 24 63.4 62.5
BPnc392 > |tatccttgceegectegeccgtact 24 65.3 62.5
BPnc425 > |gcgaacccgaaggeggtacacgt 23 65.3 65.2
BPncaS1 > |atccgcaatgggtccgtacc 20 59.4 60

< |ttggggtacggacccattgcggatc 25 64.5 60
BPnc452 < |cgcggceeccgaaacgacaagggce 23 69.2 73.9
BPnc465 > |acaggcacccgggcecteectgtt 23 68.5 69.6
BPnc468 > |cctgatgttggcgtgtacggg 21 60.4 61.9
BPnc469 > |cgaagtccaggtgccgttctt 21 59.4 57.1
BPnc494 > |caagatccggctatcggeggceat 23 63.3 60.9
BPnc519 > |cgtcaaggcggegtgategg 20 63.2 70
BPnc560 < |atcgatgcagaaagtgggcag 21 57.6 52.4
BPnc627 < |agcgacaagcccgecgaggggeaaa 25 70.2 68
BPRC642 > |gttggaccgctgegecaate 20 61.9 65

< |ggccgatagatgceggagage 20 59.9 65
BPnc651 < |tcgcgaaccggeggegttttect 23 67.1 65.2
BPnc656 > |ctttgtctgggtgegggcaac 21 61.6 61.9
BPnc670 > |gcgctcatcattectgeggtetg 23 62.4 60.9
BPnc748 > |ccatctcagcegectgtttg 20 58.8 60
BPnc807 > |ggtatccatgcttgctggecttggg 25 64.2 60
BPnc811 < |ccagcccttgettgecgaag 20 61.7 65
BPnc861 > |agaaaatcccgegegctttgate 23 60.5 52.5
BPnc863 < |ggaagataatccaaattgcgacaggc 26 58.6 46.2
BPnc875 > |gcaagatcgactactgtcgecgg 23 61.5 60.9
BPnc878 >  |tttccaacgacggacaaggggcs 23 63.7 60.9
BPnc923 > |acgttgtgatgctggacggc 20 60.3 60
BPnc968 > |gagcaggtcgegctttggat 20 60.1 60
BPnc969 > |atctggtaccgggatggectc 21 60.5 61.9

Tableau 9: Séquence des sondes biotinylées utilisées pour la détection de transcrits par
Northern Blot

9. PCR et RT-PCR

i. Transcription inverse et amplification PCR

Les prolongements de transcription ont été validés par RT-PCR. Les ADN
complémentaires ont été générés par transcription inverse a partir de 5ug d’ARN totaux
traités a la DNase, une amorce orientée en antisens de la cible (voir tableau ci-dessous)
et avec le kit SuperScript Il (Thermo Fisher #18080044) en suivant les indications du
fournisseur. Une réaction de transcription inverse a été faite sans enzyme pour vérifier
I’absence d’ADN génomique pour chaque test.
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N° Chapitre Nom de I'amorce Sens Séquence 5' > 3' Taille (nt) | Tm (°C) | Qualité de I'amorce (%)
HH > |catgcaacacccgaattgcca 21 58.9 97
P < |gctccaccaccacgacgata 20 58.7 86
BPS1 > |gcgceecctctaccttttece 20 60.4 74
< |gggctttctggaatctgget 20 57.3 89
bygAS > |cctcacccgaaatcgacgge 20 60.6 95
< |tcagggctgatcttgatgegg 21 59.2 93
bVaR > [tatctgctgggcgaccatgtg 21 59.1 98
g < |ggataattgggcggcatctcg 21 58.4 91
. . > |cgatttgcctgatcegettg 20 56.8 83
SAM riboswitch
< |tcagacctctttagctggat 20 52.1 80
metX > |cctgtcctgaatcecggegttg 21 60.5 96
< |cagttcgtagccattgagggt 21 56.7 95
Glycine Riboswitch > |ctgtcacgcatgtcgegggag 21 62.6 89
< |gcggtatgggttacctgagega 22 60.7 93
T > |catgtccgcaccgctcaaacg 21 61.4 93
g < |ggtgctcttccagttgegage 21 60.9 97
TPP riboswitch > |gatcacgcaggggtactcgct 21 60.8 97
< |gcaactggaatacgctcccage 22 60.7 96
thic > |cgttgcccaaatcccgcaaagt 22 61.1 95
< |gttcttctcgecgecgaacatg 22 60.8 94
CH1 > |caaagcaccgtccgtecccaa 22 62.9 96
FMN riboswitch ECAccE C%e £ :
< |gaattgcaccccgecctgaaga 22 62 95
1ibB > |tccaacgtcgttcccaccect 21 62.4 92
< |atcaggtcggcttcgttctcgeg 23 62.9 94
22 1.2
SAH riboswitch > |gtcgccaggctcaggaaatect 6 83
< |aggtgagcgccegttgetgeg 20 65.1 81
acvH > |gaccgagatgcccggectgatg 22 64.2 91
4 < |ccggtctggatcgtcatgtgea 22 61.1 93
22 7
yybP-ykoY riboswitch > |agtaaccatctctatcccegga 56 8
< |gggtacgaaaccaccaagtgt 21 57.2 92
B8P3410 > |cgagttcttcgtcaacggegte 22 60.2 97
< |ccatgaacgtgacggcgctttc 22 61.2 94
ttt 22 1. 4
Cobalamine riboswitch > |aceggtectitcggeaagtacg 619 9
< |cagggccttectgtttecegt 21 61.7 86
BP3505 > |gccaacccatcececcgaacteg 21 62.8 94
< |cagcgtatcgegctegatcac 21 60.2 94
. . . > |cggaatcttccgcactcagteg 22 59.8 98
ARNt-tyrosine riboswitch
¥ < |gacgcgataccaacccgacg 20 60.2 94
thrs > [taccttgcecggatggetegeag 22 63.4 97
< |ccgtcacgggaccgggatac 20 61.7 91
BPNC363 > |agcgagtacaatcgccccect 21 62.3 92
< |ttggaccgceecttggggtga 21 65.1 93
<A > |ttcgttcgagcagcteegeatg 22 61.7 98
pp < |ttgcctectaccgagtcecacg 21 60.5 96
BPnc513 > |tgtatcggcaacttcgeeggt 21 60.8 94
< |gtaagacagcggcctggtcac 21 60.2 93
BP2055 > |ccgacaagccccagtgegaag 21 63.1 93
CH?2 < |aattgacgggccgegagacttc 22 61.7 95
BPnc375 > |gcgcegcttttctcaaggaga 20 57.8 81
< |gctcaccgttgctgegtgte 20 61.5 85
tsl > |tccaatgccttgegggtcaag 21 60.3 97
P < |tcgagcgtatcggggtcgatg 21 60.3 96
BPnca51 > |ctggggcaagtggggggatc 20 62.9 88
< |gcggttttctcattttggggtacgga 26 61.2 95
oA > |gagggtttcggcaaggtgctc 21 60.8 96
ptp < |aggccgectggtattgegtgg 21 64.4 89
CH3et4 Pout 15481 > |ccggttcggatgaaccatgea 21 59.9 90
BPnc247 > |cgatcgcctegegeatttcte 21 60.8 90
< |tgaacaccttgcacaacctgc 21 58.5 97
CH3
smpB > |ctacgaagctggcatggtcctg 22 59.9 98
P < |cgcacgatgacgtagctttcc 21 58.3 84
BPnc264 R1 < |tgggtttttccgtggtctace 21 56.9 93
CH4 BPnc264 R2 < |ctcctacgtcaaaaagaacggcga 24 59 92
BPnc264 R3 < |cgtgcaggtacggatttccaa 21 57.4 86

Tableau 10: Séquence des amorces utilisées en PCR et RT-PCR
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Les ARN ont été hydrolysés en fin de réaction par ajout de 1M NaOH pendant 15min
a 70°C. Les ADN complémentaires, génomiques, ou plasmidiques ont été amplifiés par
PCR avec le kit Herculase Fusion Il (Aglient #600675) en suivant les recommandations du
fournisseur. Les séquences d’intéréts ont été amplifiées en 35 cycles de PCR, et
analysées par électrophorése sur un gel d’agarose 1% en tampon TBE 0,5X.

ii. Sélection des amorces : Fast PCR

Les amorces utilisées en PCR et en transcription inverses sont listées dans le tableau
10 avec les chapitres de résultats concernés. Chaque amorce a été sélectionnée avec le
logiciel FastPCR (Kalendar et al., 2009). La spécificité de chaque amorce a été testée par
Blast et validée par PCR sur I’ADN génomique des souches BpSM et/ou D420 (Altschul
et al., 1990).

10. RT-PCR quantitative

i. Protocol de qRT-PCR

La réaction de PCR quantitative a été faite en deux étapes. Cinqg microgrammes
d’ARN totaux ayant subis a une double digestion a la DNase | ont été traités a la
SuperScript Il (Thermo Fisher #18080044) avec une amorce spécifique des cibles (Voir
tableau 11). Les ADN complémentaires ont été dilués au 1/1000 et amplifiés avec le kit
Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent #600882). Les réactions de
PCR ont suivi un programme de 35 cycles de dénaturation (95°C, 20 sec) et
d’amplification + élongation (60°C, 30 sec) avec I'appareil Rotorgene 6000 Real-Time
PCR (Corbett). Chaque ARN cible a été testé en triplicats techniques et biologiques.

Nom de I'amorce | Sens Séquence 5' > 3' | Taille (nt) | Tm (°C) | Qualité de I'amorce (%)
BPnC264 > |gtgatggcgctggcttcgac 20 61.3 93

< |gcttcgaccccgaagtgeag 20 60.8 93

fim2 > |gccaagacgeecgtgttacc 20 61.1 94

< |atgacgcaggtggtgtcggtg 21 61.7 93

purt > |acatggatacgatcgccgectg 22 61.1 91

< |gaaggtgcagtcgggcttgg 20 61 96

Tableau 11: Séquence des amorces utilisées en RT-PCR quantitative

ii. Calculs des différences d’expression : AACt

Les cycles seuils (Ct) déterminés par qRT-PCR ont été utilisés pour calculer des
différences d’expression du méme géne entre deux conditions. La valeur du Ct de purH,
géne de ménage ne variant dans aucune condition de culture, a été retirée de la valeur
du Ct de BPnc264 ou du Ct de fim2 pour obtenir la valeur du ACt de chaque souche. La
valeur du ACt de la souche BpSM a été soustraite a la valeur du du ACt des souches
ABPnc264 et CBPnc264 pour obtenir la valeur du AACt. Les données ont été
transformées ensuite en Log.
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11. Puces a ADN

i. Marquages et hybridation

Le phénotype des cellules cultivées en présence de sulfate de magnésium et
I’expression globale des génes des mutants ont été validés par puces a ADN a partir de
lames produites par le laboratoire (Hot et al. 2003). Les ADN complémentaires ont été
marqués a la cyanine 3 (Cy3) ou a la cyanine 5 (Cy5) lors de la réaction de transcription
inverse. Cing microgrammes d’ARN totaux ont été incubés 2h a 45°C avec 500 uM de
dATP, dTTP et dGTP; 300 uM de dCTP (Thermo Fisher #10297018) ; 200 uM de Cy3-
dCTP ou de Cy5-dCTP Amersham (GE Healthcare #PA53022 #PA55022) ; 16U de RNasin
(Promega #N2511), 300 mM d’amorces hexanucléotidiques aléatoires (Roche
#11277081001) et 400U de SuperScript lll (Thermo Fisher #18080044). Les ARN ont été
hydrolysés avec 5ul de 1M NaOH pendant 15min a 65°C et les ADN complémentaires
marqués ont été purifiés sur colonne avec le kit QlAquick PCR Purification (QIAGEN
#28104).

Les puces a ADN ont été lavées dans une solution de 0.2% de SDS et bloquées
pendant 15min dans une solution réductrice composée de 0.75X de PBS, 75% d’éthanol
et de 65mM de borohydride de sodium. Un microgramme d’ADN complémentaire Cy3
et d’ADN complémentaire Cy5 provenant de deux souches ou conditions de cultures
différentes ont été hybridés aux sondes de la puce a ADN dans un tampon contenant
40% de formamide désionisé, du Denhardt’s 5X, 50mM Tris pH 7,4, 0,1% SDS, 1mM
pyrophosphate de sodium et 5X SSC pendant 16H a 52°C. Les lames ont été lavées 5min
dans une solution de 2X SSC / 0,2% SDS, puis 10min dans une solution 0,5X SSC, 5min
dans une solution 0,05X SSC et 2min dans une solution 0,01X SSC. Les lames ont été
scannées avec I'InnoScan 700 et le logiciel Mapix v3.1 (Innopsys).

ii. Analyses différentielles : Logiciel R et progiciel LIMMA

Chaque réplica biologique a été analysé a partir de deux lames ayant les marqueurs
fluorescents inversés entre les deux conditions (1% lame : Test-Cy3 / Référence-Cy5 ;
28me |ame : Test-Cy5 / Référence-Cy3). Les données ont été normalisées et déterminées
a partir du progiciel LIMMA fonctionnant avec le langage statistique R v2.15.0 (Smyth et
al., 2003). L'intensité des fluorochromes pouvant varier entre chaque lame, les données
ont été normalisées entre les deux lames ayant les marqueurs fluorescents inversés. Les
ratio obtenus en fonction des intensités moyennes ont été représentés en MA-plot afin
d’appliquer une normalisation de type «loess» (Smyth and Speed, 2003). Les
différences d’expression entre deux conditions ont été calculées a partir d’un t-test
basée sur une estimation de Bayes des variances (Long et al., 2001). Les variations
d’expression de chaque gene sont basées sur des triplicats biologiques.

12. Révélation des protéines par Western Blot

i. Extraction des protéines totales et membranaires
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Les cultures de Bordetella pertussis ont été centrifugées pendant 8min a 4°C a
4000rpm immédiatement apres avoir atteint une DOsoonm = 2. Les culots ont été
resuspendus dans 3ml de 50mM Tris pH8 contenant un cocktail d’inhibiteurs de
protéases « cOmplete »(Sigma Aldrich #11697498001) et 10 pug/ml de DNase I. Les
cellules ont été lysées par trois passages dans la pompe a pression French Press (Thermo
Fisher) a 1000 Pa et centrifugées pendant 15min a 4°C a 4000rpm pour éliminer les
débris cellulaires. Une partie du surnageant (Correspondant a la fraction des protéines
totales) a été centrifugée pendant 1h a 4°C a 45000rpm et le culot (correspondant a la
fraction des protéines membranaires) a été resuspendu dans 50 pl de 50mM Tris pH8.

ii. Western Blot

Les protéines des fractions totales et membranaires ont été révélées par Western
Blot par migration sur un gel d’électrophorese composé d’un gel de concentration des
échantillons (6% acrylamide : bis-acrylamide (29:1, vol:vol), 250mM Tris pH6.8, 0.1%
SDS) et d’un gel de séparation des échantillons (12% acrylamide : bis-acrylamide (29:1,
vol:vol), 250mM Tris pH8,8, 0.1% SDS). Les échantillons protéiques ont été dénaturés
pendant 10min a 95°C dans un tampon de Laemmli (Sigma Aldrich #53401) et migrés
dans un tampon de SDS-Page (25mM Tris pH8,8, 200mM Glycine, 0.1% SDS). Les ARN
ont été transférés a 4°C sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C extra (GE
Healthcare #10564755) dans un tampon de transfert composé de 25mM Tris pH7,6,
192mM Glycine et 10% éthanol). Les membranes ont été bloquées dans une solution de
lait 10% pendant 1H puis lavées avec un mélange de 0.01% Tween20 et 1X PBS.
L’anticorps primaire anti-Fim2 a été hybridé pendant 1h (Alpha Diagnostic International
#FIM-25S) et I'anticorps secondaire anti-IgG de lapin (Thermo Fisher #65-6120)
conjugué a une peroxydase de raifort a été hybridé pendant 1h également. Les protéines
ont été révélées avec le kit ECL Prime Amersham (GE Healthcare #RPN2232) en suivant
les indications du fournisseur et I'appareil Amersham Imager 680 (GE Healthcare).

13. Mesure de la formation de biofilms

i. Cultures et lavages

Les souches BpSM, ABPnc264 et CBPnc264 ont été cultivées sur milieu BG solide
pendant 48H et adaptées en 10ml de milieu liquide pendant 24H. Chaque culture a été
ensemencée dans 800l de milieu SS classique ou supplémenté de 20, 30 ou 50mM de
sulfate de magnésium a DOeoonm=0,1 en plaque Abgene 96 puits constitués de
polypropylénes (Thermo Fisher #AB0564). Apres 96h d’incubation a 37°C sans agitation
et trois lavages a I'eau milliQ, les cellules ont été colorées avec 900ul de Crystal Violet
0,1% pendant 15min avant d’étre lavées une nouvelle fois a I'’eau. La plague a été séchée
pendant 3h et les cellules ont été resuspendues dans 1ml d’éthanol 95% avant de
prendre les DOgoonm. Pour chaque condition, la densité optique d’un contréle négatif
sans ensemencement a été déterminée.
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ii. Tests de Mann-Whitney

Chaque souche et chaque condition a été testée avec 8 réplicas techniques. Les
différences significatives entre deux souches ont été testées par un U-test de Mann-
Whitney disponible a I'adresse : http://www.socscistatistics.com/tests/mannwhitney
(Vermeulen et al., 2015). Les différences significatives ont été calculées pour une valeur
P inférieure a 0,01 et 0,05 avec une hypothése bidirectionnelle.

14. Transcription in vitro

Les séquences en 3’ de fim2 (218 pb), en 5’ de BP1118 (108 pb) et de BPnc264 (280
pb) ont été amplifiées avec les amorces listées dans le tableau 12 en aval d’un
promoteur T7:

Chaque séquence a été clonée dans un plasmide pCR2.1-TOPO (Matériel et Méthode
1) avec le kit TOPO-TA cloning (Thermo Fisher #451641) en suivant les recommandations
du fournisseur. Les plasmides ont été transformés par choc thermique chez des E. coli
DH5a cultivés dans 2ml de milieu LB et extraits par MiniPrep (Thermoscientific #0502).
Les séquences ont été réamplifiées par PCR a partir des plasmides extraits avec le kit
Herculase Fusion Il (Agilent #600675) et purifiées par extraction des bandes d’intérét sur

gel.

Les ARN ont été transcrits avec le kit Ampliscribe T7-Flash Biotin-RNA (Epicentre
#ASB71110) en suivant les recommandations du fournisseur. Brievement, 500 ng de
produit PCR ont été incubés avec 10mM de DTT, 16U de RNasin, 2ul d’ARN polymérase
T7 et 7,5mM de chaque NTP pendant 2H a 37°C. Pour la biotinylation de BPnc264,
I’échantillon a été incubé avec 4,5mM d’UTP non marqué et 3mM d’UTP-biotinylé. Les
fragments PCR ont été digérés par addition de 1U de DNase | pendant 15min a 37°C, et
les ARN ont été migrés sur un gel dénaturant de 6% Acrylamide : Bis-acrylamide (37,5:1 ;
vol:vol) contenant 8M d’urée. Les transcrits ont été découpés du gel, élués sur la nuit
dans un mélange d’acétate de sodium 0,5mM pH5,2, SDS 0.1%, EDTA 1mM, phénol
0,1%, et purifiés par une extraction organique PCI.

Nom de I'amorce Sens Séquence 5' - 3' | Taille (nt) | Tm (°C) | Qualité de I'amorce (%)
fim2 - start > [taatacgactcactataggggcgtgcaggtacggatttc 39 65.4 81
fim2 - stop < |ctaggggtagaccacggaaa 20 55.4 89

BP1118 - start > |taatacgactcactataggggagaaactggaaatcgccacc 41 65.1 86
BP1118 - stop < |gctggaccatttcgagtcgacg 22 60 91
BPnc264 - start > |taatacgactcactatagggtgttcatccggeegggcetec 40 68.8 63
BPnc624 - stop < |catgggtgcgaacgaggcgac 21 63 88

Tableau 11: Séquence des amorces utilisées pour I'amplification des séquences des
transcrits de fim2, BP1118 et BPnc264

15. Tests de retard sur gel

Pour chaque réaction, 5nM de sonde biotinylée de BPnc264 ont été hybridées avec
5nM de chaque cible BP1118 et/ou fim2. Chaque réaction a également été testée avec
I'ajout de 5nM de compétiteur, correspondant au transcrit BPnc264 non biotinylé. Les
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transcrits ont été dénaturés pendant 2min a 70°C dans un tampon d’hybridation
contenant 10mM de Tris pH8, 50mM de chlorure de sodium, 50mM de chlorure de
potassium et 10mM de chlorure de magnésium, puis hybridés progressivement par
diminution de la température de 0,1°C par seconde jusqu’a 37°C, température a laquelle
les réactions ont été incubées 30min. Les mélanges d’ARN ont ensuite été migrées sur
un gel non dénaturant contenant 5% d’Acrylamide : Bis-Acrylamide (37,5:1; vol:vol)
pendant 80min a 4°C a 180V dans un tampon TBE 1X. Les ARN ont ensuite été transférés
sur une membrane de nylon et révélés par chimioluminescence (Matériel et Méthode
7).

16. Tests de stabilité des ARN

i. Culture et Northern Blot

Bordetella pertussis BpSM, ABPnc264 et CBPnc264 ont été cultivés dans 100ml de
milieu SS en absence ou en présence de 20mM de sulfate de magnésium jusqu’a une
DOsoonm=2. Les cultures ont été divisées en 10 fois 10ml et 100ug/ml de rifampicine a
été ajouté au milieu. Les bactéries ont été arrétées en présence de phénol / éthanol a
Omin, 1min, 2min, 3min, 5min, 7min, 10min, 15min et 30min aprés ajout de
I'antibiotique. Les ARN ont été extraits (Matériel et Méthode 3) et les transcrits de
BPnc264 et fim2 ont été révélés par Northern Blot (Matériel et Méthode 7).

ii. Calcul de la demi-vie

L’expression des transcrits vus par Northern Blot ont été calculées en unités
arbitraires a partir du logiciel Scion Image (Goodwin and Hsiang, 2010; Sotanaphun et
al., 2009; Tolivia et al., 2006). Les résultats ont été représentés sous forme de graphique
et la demi-vie a été calculée en prenant la valeur d’intensité de bande initiale (t=0)
divisée par deux et rapportée sur I'axe des abscisses par la courbe. Le test de stabilité
en condition Bvg* représente des duplicatas de cultures biologiques.

17. Analyses bioinformatiques

i. Prédiction des terminateurs de transcription : TransTermHP

Les prédictions de terminateurs Rho-indépendants ont été téléchargées sur le site
TransTermHP a I'adresse : http://transterm.cbcb.umd.edu/index.php (Kingsford et al.,
2007). Les prédictions présentent un score de confiance de structure en téte d’épingle
supérieur ou égal a 30 et ont été mises a jour le 7 septembre 2006.

ii. Correction du bruit de fond de séquencage et prédiction de
I’architecture du transcriptome primaire

Depuis I"apparition des séquencgages orientés, il est estimé que 0,5 a 10% des
séquences issues de séquencage de I’ARN ne seraient pas alignées sur le bon brin (Levin
et al., 2010). Ces alignements erronées peuvent biaiser I'annotation de novo des
transcrits orientés en antisens. Pour corriger cette fraction de séquences erronées, le
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ratio de la couverture du génome entre les deux brins a été calculé sur des fenétres de
250 bases. Le brin avec la couverture la plus faible est divisé par la somme des
couvertures du brin positif et négatif. La probabilité de chaque ratio de couverture des
brins peut étre estimée si la distribution minimale et maximale suit une loi de Poisson.
Le ratio calculé serait alors distribué de fagon ubiquitaire sur le génome. Les séquences
erronées seraient ainsi détectées par une augmentation significative des ratios. La
correction a apporter a été fixée a la valeur maximale observée sur le génome. La
correction a apporter a été quantifiée a 1.4% a partir des résultats de séquencage a ARN
différentiel.

L’architecture du transcriptome primaire a été déduite a partir de la couverture du
génome prenant en compte les alighements de séquences erronés. Les informations sur
les positions de TSS et des annotations in silico des terminateurs Rho-indépendants ont
été inclues. La couverture du génome dans une fenétre de 3 bases a été transformée en
Logz pour y appliquer deux valeurs seuils. Une valeur supérieure ou égale a 4 permet de
démarrer une transcription, s’étendant dans les deux directions. Pour déterminer la fin
de la transcription, une deuxiéme valeur seuil de 2,25 est appliquée. Une valeur
descendant en dessous de ce seuil permet de terminer la transcription de la prédiction.
Au niveau des TSS et des terminateurs de transcription, la valeur seuil a été fixée a 3,125
pour favoriser un début ou une fin de transcription sans I'imposer. L’annotation de novo
a été fusionnée pour les prédictions localisées au sein d’'un méme géne annoté. De cette
maniére, les ARN mono- et polycistroniques, des longs 5’ et 3’UTR et des transcrits
indépendants ont été déterminés a partir des TSS, des terminateurs de transcription
Rho-indépendant, des résultats de séquencage et des annotations des séquences
codantes.

iii. Prédiction de structures opéronigues : DOOR

Les prédictions des structures opéroniques par DOOR 2.0 ont été téléchargées dans
la banque de donnée en ligne a I'adresse : http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/ (Mao et al.,
2014).

iv. Prédiction des motifs de promoteurs : MEME

Les motifs -10 et -35 des promoteurs ont été prédits a partir du logiciel MEME
disponible a I'adresse : http://meme-suite.org/tools/meme (Bailey and Elkan, 1994). Les
séquences en amont des TSS ont été utilisées pour déterminer les motifs des
promoteurs. Chaque motif est associé a une valeur de probabilité E (« E-value ») et au
nombre de fois ou il est retrouvé en amont des départs de trancription.

v. Prédiction de riboswitches et des ARN connus : Infernal

Les structures ARN déja connues ont été retrouvées par le logiciel Infernal (El Korbi
et al., 2014; Nawrocki, 2014; Nawrocki and Eddy, 2013). Le logiciel recherche des
familles d’ARN et des structures déja répertoriées par homologie de séquence et
prédiction de structures. Les analyses du génome de la souche Tohama | ont été
téléchargées et sont retrouvées dans la banque de données Rfam a I’adresse :
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vi. Prédictions bioinformatiques de candidats ARN régulateurs :
NAPP, SIPHT, RNAz

Le programme RNAz permet de détecter des structures ARN stables par
comparaison des génomes d’especes proches (Gruber et al., 2010). Pour notre étude,
18 génomes de Burkholdériales ont été analysés (Bordetella pertussis Tohama |,
Bordetella petrii DSM12804, Bordetella pertussis CS, Bordetella parapertussis Bpp5,
Bordetella pertussis 18323, Bordetella parapertussis 12822, Bordetella bronchiseptica
RB50, Bordetella bronchiseptica MQ149, Bordetella bronchiseptica 253, Taylorella
equigenitalis MCE9, Taylorella equigenitalis ATCC 35865, Taylorella asinigenitalis MCE3,
Pusillimonas T77, Advenella kashmirensis WT001, Achromobacter xylosoxidans NBRC
15126, Achromobacter xylosoxidans A8, Herbaspirillum seropedicae SmR1,
Janthinobacterium Marseille). Les génomes ont été alignés de fagon multiple avec
Clustal W v2 a partir de la séquence annotée de I’ARN 16S pour construire un arbre
phylogénétique guide (Larkin et al., 2007). Cet arbre guide a été utilisé avec I'outil Multi
Z pour construire I'alignement multiple des 18 génomes (Blanchette et al., 2004). Ces
alignements ont été entrés dans le pipeline RNAz, découpés en blocks de 120 bases
recouvrant entre 3 et 7 espéces, et analysés avec le modéle de composition
dinucléotidique. Les séquences ayant une valeur P supérieur a 0,9 ont été gardées dans
la liste de candidats ARN régulateurs.

Les programmes NAPP et SIPHT disposent d’'une banque de données, comme
TransTerm HP, dont les génomes déposés au format GeneBank ont déja été analysés
(Livny, 2012; Ott et al., 2012). Les prédictions issues du logiciel NAPP et du logiciel SIPHT
ont été téléchargées et ajoutées a la liste de candidats ARN régulateurs. Les prédictions
des trois logiciels bioinformatiques ont été assemblées en une annotation in silico
cumulée de candidats ARN régulateurs.

vii. Prédiction de la distribution des ARN chez les Burkholdériales :
RNAlien et Infernal

Les familles de transcrits ont été prédits avec le logiciel RNAlien, disponible a
I’adresse : http://rna.tbi.univie.ac.at/rnalien/ (Eggenhofer et al., 2016). Un modeéle de
covariance pour chaque candidat ARN a été prédit par cet outil, reflétant la conservation
de la séquence et de la structure. Des homologues ont été recherché ensuite avec le
logiciel Infernal parmi le genre Burkholdériales, et ont été comptés pour déterminer la
disparité génétique du candidat chez ces especes (Nawrocki and Eddy, 2013)

viii. Prédiction des structures des ARN : RNAfold

Les structures secondaires des ARN et leur stabilité ont été prédites par le logiciel
RNAfold disponible a I'adresse : http://rna.tbi.univie.ac.at/ (Hofacker, 2003). Les
séquences prédites des candidats ARN régulateurs ont été analysées avec les
paramétres par défaut du logiciel. Les structures exigeant un minimum d’énergie libre
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et les structures exigeant un équilibre thermodynamique ont été prédites, incluant les
appariements faibles GU (Rare mais existant chez les ARN procaryotes) et évitant
I"apparition de bases isolées.

ix. Prédiction de la fonction des genes : String et Blast

La fonction des génes codant pour une protéine hypothétique a été prédite par
Blast-p avec le logiciel Blast (Altschul et al., 1990). Les génes homologues rapportés chez
d’autres espéces procaryotes ont été vérifiés a I'aide du logiciel String, prédisant les
réseaux d’interaction entre les protéines (Szklarczyk et al., 2015).

X. Distribution des 1S481

La distribution des 1S481 chez 21 souches séquencées et annotées de Bordetella
pertussis a été déterminée a partir de la séquence en 5’ de ces éléments génétiques
mobiles. Les séquences démarrant du +1 de transcription du Pyt jusqu’a 200 nucléotides
en aval de la région répétée gauche de I'IS481 (302 nucléotides) ont été extraites et
alignées par Blast-n entre-elles (Altschul et al., 1990). Les séquences uniques de chaque
souche ont ainsi pu étre répertoriées.

xi. Détermination des disparités génomigues entre les souches de
Bordetella pertussis : Mauve

Les disparités génomiques entre les souches de Bordetella pertussis a été déterminé
avec le logiciel Mauve pour les souches Tohama | (NC_002929.2), CS (NC_017223), D420
(NZ_LN849008) et 18323 (NC_018518) (Darling et al., 2004). Les séquences ont été
alignées avec les parameétres par défaut en alignement progressif entre la souche
Tohama | et les autres.

xii. Prédiction des séqguences codantes : ORFfinder et RBS calculator

Les prédictions de séquences codantes de BPnc264 ont été déterminées avec le
logiciel ORFfinder disponible a I'adresse : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
(Rombel et al., 2002). L'analyse a été paramétrée pour les génomes bactériens, et dont
le codon d'initiation peut-étre le codon « ATG » et d’autres codons alternatifs (Ex : GTG,
TTG, ...). Les séquences protéiques ont ensuite été analysées une par une avec le logiciel
RBS calculator, prenant en compte la séquence en amont du codon d’initiation de la
traduction et les 9 derniers nucléotides de la séquence de ’ARN 16S (Salis, 2011). Le
logiciel est disponible a I'adresse : https://www.denovodna.com/software/.
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Figure Supplémentaire S1 :

Validation de nouvelles prédictions d’ARN régulateurs par Northern Blot.

Chaque prédiction est indiquée par son nom « BPncXXX » en titre. Les figures
contiennent a gauche le Northern Blot de détection du transcrit d’'une culture arrétée a
différentes densités optiques (OD600nm) : en phase exponentielle précoce (1,5), en
phase exponentielle tardive (2,4) et en phase tardive de croissance (3,2).Une capture
d’écran positionnant la prédiction avec son nom « BPncXXX » (a droite), et les
informations fournis par le tableau supplémentaire S1 (en bas).
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Figure Supplémentaire S2 :

Validation des prédictions d’ARN régulateurs orientées en antisens de génes majeurs de
virulence par Northern Blot.

Chaque prédiction est indiquée par son nom « BPncXXX » en titre. Les figures
contiennent a gauche le Northern Blot de détection du transcrit d’'une culture arrétée a
différentes densités optiques (OD600nm) : en phase exponentielle précoce (1,5), en
phase exponentielle tardive (2,4) et en phase tardive de croissance (3,2).Une capture
d’écran positionnant la prédiction avec son nom « BPncXXX » (a droite), et les
informations fournis par le tableau supplémentaire S1 (en bas).
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Figure Supplémentaire S3 :

Validation des triplicatas de culture en phase Bvg™ par puces a ADN

Les ADNc générés a partir des ARN totaux des cultures en phase Bvg* et Bvg ont été
marqués a la cyanine 3 et/ou 5. Chaque triplicata a été analysé en « Dye-Swap »
(inversion des fluorochromes) avec le progiciel Lima utilisé sous R. Les cartes
d’expression ont été générées avec le logiciel MeV. Les rapports d’expression entre la
condition Bvg comparée a la condition Bvg* sont exprimés en Log,. Un facteur 8 (Rouge)
correspond a 16 fois plus de transcrits en condition Bvg™ par rapport a la condition Bvg®.
A l'inverse, un facteur -8 (Vert) correspond a une expression 16 fois plus faible en phase
Bvg par rapport a I'expression en phase Bvg*.
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i BP3786 phE pertussis toxin subunit S precursor
P BP2235 bscC putative type |1l secretion protein
r BP2262 bscD putative type 1l secretion protein
s BP2264 bscF putative type 11l secretion protein
< 14 BP2249 bscl putative type Il secretion protein
BP2248 bscl putative type 11l secretion protein
s BP2246 bsclL putative type Ill secretion protein
| BP2244 bscO putative type Ill secretion protein
o -] BP2241 bscQ putative type Il secretion protein
‘ '8 BP2240 bscR putative type 11l secretion protein
: BP2239 bscS putative type Ill secretion protein
BP2238 bscT putative type |1l secretion protein
BP2237 bscU putative type Il secretion protein
BP2261 bcrD putative type 11l secretion pore protein
BP2251 berH 2 putative regulatory protein
BP0856 bfrD probable TonB-dependent receptor for irontransport
BP3494 brkA serum resistance protein
BP3405 ompQ outer membrane porin protein OmpQ
BP0216 sphB1 autotransporter subtilisindike protease
BP1201 tcfa tracheal colonization factor precursor
BP3264 trpE anthranilate synthase component|
BP3263 trpG anthranilate synthase component Il
BP2922 bfrG putative TonB-dependent receptor
BP 0666 gims glucosamine—fructose-6-phosphateaminotransferase
BP1625 kpsE capsule polysaccharide export inner-membraneprotein
BP1623 kpsM putative polysialic acid transport protein
BP 1624 kpsT polysialic acid transport AT P-binding protein
BP1618 tviD putative N-termi_l region of capsularpolysaccharide biosynthesis protein
BP1627 vipC capsular polysaccharide biosynthesis protein
BP2468 vrg-6 virulence protein
BP 1629 wbpO capsular polysaccharide biosynthesis protein
BP3150 wbpO polysaccharide biosynthesis protein
BP1630 wbpP, vipB, capsular polysaccharide biosynthesis protein
BP1626 wopT capsular polysaccharide biosynthesis protein
BP 1631 webA, kpsC, capsular polysaccharide export protein
BP 1632 webO, kpsS  capsular polysaccharide export protein(Pseudogene)
BP 1628 wza putative capsular polysaccharide export protein
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Figure Supplémentaire S4 :

Motifs -35 et -10 des régions répétées gauches (IRL) et droites (IRR) des 1S481 et la
formation de Phyp.

(A) : Séquences ADN tronquées des 1S481. Fleche rouge : Annotation des IS481. Fleche
jaune : Séquence codante. Fléche bleue : Annotation du géne. Fleche bleue marine :
Transcrit antisens régulateur. Fleches vertes : Annotation du Pout. Fléches bordeaux :
Motifs -10 et -35. (B) : Forme circulaire des 15481 et formation d’un promoteur fort
permettant de transcrire abondamment le géne de la transposase.

(C) : Identification d’un promoteur Py, prédit par séquengage a ARN différentiel. La
capture d’écran montre la région du géne phaG localisé en amont d’une 1S481. Un TSS
a été prédit dans la région intergénique orienté en antisens du géne phaG dont le
promoteur a été formé par l'insertion de I'IS481. Le motif -10 se retrouve dans la région
intergénique alors que le motif -35 est localisé dans la région répétée gauche de I'lS.
Fléche noire : Départ de transcription. Rectangle bleu : Motifs -10 et -35 identifiés.

Les figures ont été faites a partir du logiciel CLC Genomics Workbench v10.
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Figure Supplémentaire S5 :

Alignement des séquences génomiques de la souche Tohama | contre les séquences de
différentes souches de Bordetella pertussis.

Les génomes ont été alignés a I'aide du logiciel Mauve en utilisant les parametres par
défaut (Matériel et Méthode 19) (Darling et al., 2004). Les génomes sont représentés
par une ligne noire horizontale. Les blocks de couleur représentent les portions du
génome retrouvés sur le génome de la souche comparée. Les blocks au-dessus de la
ligne horizontale représentent les séquences retrouvées dans le méme sens, et les
blocks en-dessous de cette ligne sont des séquences identiques inversées dans le
génome. Chaque block est relié par une ligne indiquant sa position sur le génome en
comparaison.

Chaque alignement est noté « Tohama | / XXX », indiquant une comparaison du
génome de la souche Tohama | avec le génome de la souche XXX (CS, B1917, D420 ou
18323).
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Figure supplémentaire S6 :

Corrélation des forces des promoteurs Poy: des IS481 entre les souches Tohama | et
D420.

Les régions spécifiques des sondes informatiques (200pb en aval du Pout) utilisées pour
détecter les prolongements de transcription des IS481 ont été quantifiées par calcul de
RPKM a partir des résultats de séquencage profond entre les souches Tohama | et D420.
Les résultats sont exprimés en Log». Les résultats sont représentés sur le graphique ci-
dessous. Une droite de régression a été tracée et le coefficient de corrélation a été
calculé (R?=0,79).
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Figure Supplémentaire S7 :

Contexte génomique du gene fim2 et de I'IS481 BP1118 chez Bordetella pertussis,
Bordetella bronchiseptica et Bordetella parapertussis.

La séquence génomique de BPnc264, allant du départ prédit de transcription (Pou: de
I'1S481 BP1118) jusqu’a la fin de la prédiction (627 nucléotides), a été alignée sur les
génomes entierement séquencés de 5 souches de Bordetella parapertussis, 8 souches
de Bordetella bronchiseptica et plus de 100 souches de Bordetella pertussis. Les résultats
sont représentés par les alignements issus de Blast (Altschul et al., 1990). Un schéma de
I’'annotation génomique et de BPnc264 a été ajouté par rapport aux résultats du blast.
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Figure Supplémentaire S8 :

Prédiction de séquences codantes potentielles sur la séquence de BPnc264.

Les prédictions ont été faites avec le logiciel ORFfinder disponible a I'adresse :
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/

Les cadres ouverts de lecture (ORF) ont été prédits sur le brin positif et négatif. Les
prédictions alignées sur le transcrit de BPnc264 sont listées dans le tableau ci-dessous
avec le numéro de cadre ouvert de lecture, les positions des codons d’initiation de la
traduction et d’arrét de la traduction, la taille de la séquence codante en nucléotides et
la taille de la protéine en acides aminés (AA).

Numéro ORF | Brin ADN | Cadre ouvert de lecture | Position du codon d'initiation| Position du codon stop| Taille de I'ORF / Nombre d'AA
1 + 2 5 73 69| 22
2 + 3 24 557 534 | 177
3 + 1 37 108 72123
4 + 1 70 108 39|12
5 + 2 95 142 48| 15
6 + 1 136 180 45| 14
7 + 1 142 180 39|12
8 + 1 196 381 186 | 61
9 + 2 245 283 39|12
10 + 1 277 381 105]| 34
11 + 1 385 417 33|10
12 + 2 392 451 60| 19
13 + 1 448 576 129 42
14 + 1 490 576 87|28
15 + 2 533 601 69| 22
16 + 1 598 >627 57118

157


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/

Figure Supplémentaire S9 :

Carte du plasmide pBBR1MCS ::P,,«:BP1118.

La séquence de BPnc264 a été insérée entre les sites de restriction Hindlll et BamHI
(rectangles rouges) du plasmide. L'orientation de l'insert permet de transcrire I’ARN
BPnc264 en absence d’autres promoteurs. Cependant, la séquence de BPnc264 (Fléche
orange) comporte la séquence de fim2 orientée en antisens qui pourrait
potentiellement étre transcrite soit par le promoteur Pj,c du plasmide (Rectangle rouge),
ou soit par une transcription débordante du géene de résistance a la kanamycine. Les
fleches rouges représentent les séquences répétées des 1S481 et les fleches bleues
correspondent aux portions de génes annotés chez la souche Tohama I.

La carte du pBBR1MCS est disponible a I’adresse : https://www.addgene.org/85168/
Le plasmide est référencé et décrit dans la publication de Kovach et al., 1995 (Kovach et
al., 1995). Copyright © Addgene, créé avec SnapGene
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