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Pseudomonas aeruginosa, fait partie des bactéries pathogénes classées par 'OMS «hautement
prioritaires», résistantes aux antibiotiques et pour lesquelles il est urgent d’identifier de nouveaux
moyens de lutte. P. aeruginosa, responsable d’infections aigués ou chroniques, est impliqué dans des
infections nosocomiales et est également le principal pathogéne responsable de la morbidité et la
mortalité des patients atteints de mucoviscidose, maladie génétique a transmission récessive, liée a

des mutations du gene cftr.

Le macrophage est en premiere ligne de la défense immunitaire innée. Le réle dans l'infection de la
capacité de P. aeruginosa a résister a I'action bactéricide des macrophages est un aspect mal connu,
que ce soit dans le contexte de la mucoviscidose ou pas. Des facteurs de virulence comme MgtC et
OprF, ont récemment été identifiés comme important dans la survie intramacrophagique de P.
aeruginosa. Notre projet a pour objectif principal de mieux comprendre le role de ces facteurs dans
|’établissement de l'infection a P. aeruginosa, de tester la contribution du canal CFTR a ce niveau, et

de développer une stratégie thérapeutique innovante.

L'intérét étant de mieux controler I'infection, nous proposons de développer une nouvelle stratégie,
en complément de I'antibiothérapie, qui vise a limiter la capacité de P. aeruginosa a survivre dans le
macrophage. Cette approche se base sur la cible MgtC et un inhibiteur naturel MgtR. Nous avons testé
ici pour la premiere fois, I'effet d’un peptide synthétique MgtR sur P. aeruginosa. MgtR réduit la survie
bactérienne dans les macrophages, via son effet sur la protéine MgtC, validant ainsi I'effet biologique
du peptide synthétique. Cette approche antivirulence est couplée a une approche structurale, afin de
caractériser l'interaction MgtC/MgtR d’un point de vue moléculaire et d’étudier 'effet de MgtR sur la
dimérisation de MgtC. Ceci pourrait permettre in fine d’optimiser le peptide MgtR afin de pouvoir le
tester dans un modele animal (des études préliminaires dans I'embryon de poisson-zébre s’étant

avérées infructueuses).

J'ai de plus contribué a une étude visant a caractériser les facteurs bactériens de P. aeruginosa
impliqués dans le stade intramacrophagique. Ces travaux ont montré |'implication de MgtC et OprF
dans I'expression du SST3, lui-méme responsable d’'un phénoméne de lyse des macrophages par les
bactéries intracellulaires. L'utilisation du mutant oprF comme « indicateur » du role
intramacrophagique in vivo, nous a permis de montrer I'importance de |'action bactéricide du
macrophage (e.g. 'acidification du phagosome) dans le contréle de I'infection a P. aeruginosa, dans
des macrophages en culture et dans 'embryon de poisson-zébre. Ce modele vertébré est pertinent

non seulement pour I’étude de l'infection a P. aeruginosa, mais également pour I'implication du Cftr.



Les embryons cftr-/- semblent étre particulierement susceptibles a I'infection par P. aeruginosa, et

ce modele pourrait permettre de déterminer la contribution spécifique du Cftr a I'action bactéricide

du macrophage.

En conclusion, une meilleure compréhension de la phase intramacrophagique de P. aeruginosa et des

facteurs bactériens impliqués pourrait permettre de mieux controler I'infection a P. aeruginosa.



The increased number of antibiotic-resistant bacteria is a real challenge for medical research. WHO
has published a list of very high priority pathogens, which includes Pseudomonas aeruginosa, a
bacterium responsible for acute and chronic infections. P. aeruginosa is involved in nosocomial
infections and is also the main pathogen responsible of the morbidity and mortality of patients with

cystic fibrosis, a genetic disorder caused by mutations in the cftr gene.

The macrophage is in the first line of the innate immune defense. The role during infection of the ability
of P. aeruginosa to resist to the bactericidal action of macrophages is poorly understood, both in the
context of cystic fibrosis or in normal conditions. Virulence factors such as MgtC and OprF have been
recently identified as important in the intramacrophage survival of P. aeruginosa. The main objective
of our project is to better understand the role of these factors in the establishment of P. aeruginosa
infection, to test the contribution of the CFTR channel at this stage, and to develop innovative

therapeutic strategy.

Since it is important to better control the infection, we propose here to develop a new strategy, in
addition to antibiotic therapy, which aims to limit the ability of P. aeruginosa to survive within

macrophages. This approach is based on the MgtC target and a natural MgtR inhibitor.

We have tested for the first time the effect of MgtR synthetic peptide on P. aeruginosa. MgtR reduces
bacterial survival in macrophages, through its action on the MgtC protein, thus validating the biological
effect of the synthetic peptide. This antivirulence strategy is combined with a structural approach, to
characterize the MgtC/MgtR interaction from a molecular point of view and to study the effect of MgtR
on MgtC dimerization. This could ultimately lead to optimize the MgtR peptide in order to test it in an

animal model (preliminary studies in the embryo of zebrafish were inconclusive).

In addition, | contributed in a study to characterize the bacterial factors involved in the
intramacrophage stage of P. aeruginosa. This work revealed the involvement of MgtC and OprF in the
expression of the T3SS, itself responsible for a lysis of macrophages by intracellular bacteria. The use
of oprF mutant as an "indicator" of the intramacrophage role in vivo, allowed us to show the
importance of bactericidal action of macrophage (e.g. phagosomal acidification) in the control of P.
aeruginosa infection, both in cultured macrophages and in zebrafish embryo. This vertebrate model
is relevant for the study of P. aeruginosa infection, but also for the involvement of Cftr. cftr-/-
embryos appear to be highly susceptible to P. aeruginosa infection, and this model could determine

the specific contribution of Cftr to the bactericidal action of macrophage.



In conclusion, a better understanding of the intramacrophage stage of P. aeruginosa and the bacterial

factors involved, may provide a better control of P. aeruginosa infection.
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1.1 Description de La mucoviscidose

La mucoviscidose encore appelée fibrose kystique (CF pour cystic fibrosis), est une maladie génétique
rare qui résulte d’une mutation au niveau du gene cftr (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) (Rommens et al., 1989). La protéine CFTR est impliquée dans le transfert d’ions chlorures
et est présente a la surface de nombreux types cellulaires. La mutation du géne cftr se traduit par la
production de protéines CFTR anormales, rendant le transfert d’ions et I’hydratation du mucus trés

difficiles. Les sujets atteints de mucoviscidose ont de ce fait un mucus visqueux (figure 1).

1.1.1 Manifestations cliniques

La mucoviscidose affecte principalement les voies respiratoires et les voies digestives. Les symptomes
de la mucoviscidose au niveau de I'appareil respiratoire se manifestent par un épaississement du
mucus dans les bronches qui entraine une obstruction des voies respiratoires. A cause du manque de
fluidité et de I’écoulement difficile du mucus, les bronches deviennent un lieu propice au
développement des microorganismes qui sont responsables d’infections pulmonaires (Lyczak et al.,
2002). Ces infections sont a la base de la plupart des besoins en soins cliniques et des complications

majeures menacgant le pronostic vital des adultes atteints de mucoviscidose (figure 1).
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Figure 1. Description de la mucoviscidose. D’aprés (http://sante.lefigaro.fr/sante/maladie/
mucoviscidose/quest-ce-que-cest).
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1.1.2 Le canal CFTR et les mutations associées

Le CFTR appartient a la grande famille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette). La structure du
Cftr de poisson-zebre (zCftr) puis celle du CFTR humain (hCFTR), ont récemment été résolues par
cryo-microscopie électronique (cryo-ME)(Liu et al., 2017; Zhang and Chen, 2016). Le canal CFTR
contient deux domaines transmembranaires (TMD) formant la voie de conduction anionique et deux
domaines de liaison aux nucléotides cytoplasmiques (NBD) qui se lient et hydrolysent I'ATP. Un grand
domaine régulateur (R), relie les deux moitiés de la protéine et joue un role essentiel dans la régulation

de l'activité du canal (Liu et al., 2017) (figure 2).

Figure 2. Structure globale du hCFTR dans
sa conformation déphosphorylée sans ATP,
montrant les différents domaines du canal,
d’apres (Liu et al., 2017).

Certaines mutations entrainent une biosynthese défectueuse du CFTR, induisant une diminution ou
une absence totale de production de la protéine. D'autres sont des mutations faux-sens qui produisent
une protéine mal repliée ou dysfonctionnelle. AF508 est la mutation la plus fréquente chez les malades
mucoviscidosiques, elle affecte le trafic et la maturation du CFTR. Une autre mutation commune,
G551D réduit considérablement la probabilité d'ouverture du canal CFTR (Lukacs and Verkman, 2012;

Welsh and Smith, 1993).

1.1.3 Les infections pulmonaires chez le malade a mucoviscidose

Les infections pulmonaires sont constantes chez les personnes atteintes de mucoviscidose. Deés
I’enfance ou au début de |'adolescence, Staphylococcus aureus et Haemophilus influenzae
commencent & coloniser les poumons des malades. A mesure que I’Age avance, Pseudomonas
aeruginosa, le complexe Burkholderia cepacia et d’autres bacilles a Gram négatif (e.g. Achromobacter
xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia), ainsi que des mycobactéries non tuberculeuses
prennent le relais. Mais c’est P. aeruginosa qui est le plus fréquemment retrouvé chez les sujets
atteints de mucoviscidose. Cette bactérie est associée a une augmentation de la morbidité et de la

mortalité, ainsi qu’a une dégradation de la qualité de vie des malades (Foweraker, 2009).
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2.1 Description de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa a été découvert par Gessard en 1882. Au cours de la 1ére guerre mondiale, I'agent du
“pus bleu” est al'origine de la surinfection de plaies chez les soldats. Mais c'est surtout dans les années
1960, parallélement au développement de I'hospitalisation et des techniques invasives d'exploration,
gue cette bactérie émerge comme un agent pathogene majeur de 'Homme. C'est I'exemple-type des
bactéries nosocomiales opportunistes (Bodey et al., 1983). La derniére enquéte de prévalence des
infections associées aux soins organisée par Santé publique France en 2017, la classe au 4éme rang
(6.28%) des especes nosocomiales (apreés Escherichia coli, S, aureus, Enterococcus faecalis). Ces quatre
micro-organismes sont les plus fréquents et représentent la moitié des microorganismes isolés des

infections nosocomiales (SpF, 2019).

P. aeruginosa également appelé bacille pyocyanique est un micro-organisme ubiquitaire a Gram
négatif. On le retrouve dans de nombreux sites environnementaux mais plus particulierement dans
I’environnement hydrique. Son large génome (6,3 millions de paires de bases) est composé de prés de
6000 genes qui comprennent notamment des genes associés a diverses voies métaboliques, des
facteurs de virulence, de transport, d’efflux et de chimiotactisme, conférant a P. aeruginosa une
grande capacité d’adaptation a son environnement (Folkesson et al., 2012; Silby et al., 2011), lui
permettant ainsi, d’infecter divers organismes incluant plantes, amibes, nématodes et animaux
vertébrés (Williams et al., 2010). Ce pathogéne montre également une remarquable capacité de
résister aux antibiotiques, soit de facon native (par I'expression constitutive de B-lactamases
et/ou de pompes a efflux, ou en raison d’une faible perméabilité de la membrane externe), soit
suite a I'exposition aux antibiotiques et aux stress environnementaux, ou encore par 'acquisition de
génes de résistance, des mutations, la surexpression de pompes a efflux et la diminution de

I’expression des porines (Mesaros et al., 2007) (figure 3).

19



Faible Transfert
horizontal de
gene

Pompes a

efflux p——— perméabilité

membranaire

Résistance Résistance
intrinséque acquise
Mutations de
B-lactamases genes de
|__résistance |
Résistance de
P. aeruginosa
Exposition

continue aux

antibiotiques

. Modification

) )de I'expression
il génique

Stress
environnemental

Figure 3. Moyens de résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa.

2.2 Infections aigués et chroniques a P. aeruginosa

P. aeruginosa est un pathogene opportuniste responsable d’infections aigués et chroniques chez les
patients hospitalisés ou immunodéprimés. Les infections aigués peuvent étre pulmonaires, cutanées,
urinaires ou encore gastro-intestinales (Silby et al., 2011). Elles se propagent souvent rapidement et
peuvent provoquer des lésions tissulaires et un sepsis avec un taux de mortalité élevé. Les infections
chroniques quant a elles, persistent pendant des semaines, des mois ou des années malgré une
intervention clinique intensive (Turner et al., 2014). Elles s'observent dans certains cas suite a
I'implantation de matériel médical (sondes urinaires, cathéters, prothéses...), ou la production d'un
mucus bronchique anormalement épais (cas de la mucoviscidose ou de la bronchopneumopathie

chronique obstructive) (SFM, 2019).

Les facteurs de virulence impliqués dans I'infection aigué incluent les systemes de sécrétion de types
Il et Ill, les flagelles, les pili de type IV et les facteurs de virulence régulés par le Quorum sensing (QS)
(protéases, élastase, pyocyanine). Alors que lors de I'établissement d'une infection chronique, il y’a
surproduction des exopolysaccharides extracellulaires (EPS), régulation positive du systéme de
sécrétion de type VI et formation de biofilm et de variants a petites colonies (figure 4). Les infections
aigués au niveau de sites spécifiques, tels que les poumons des patients mucoviscidosiques, peuvent
évoluer en infections chroniques. Ceci est di a des modifications adaptatives dans le type clonal

infectant, incluant une régulation négative des genes de virulence aigué avec une régulation positive
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des phénotypes d'infection chronique et de la résistance aux antibiotiques (Balasubramanian et al.,

2013).

Planktonic Environment Sessile
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Figure 4. P. aeruginosa adopte deux modes de vie différents, soit I’état planctonique (1-3), soit attaché formant
un biofilm (5-6). Quatre voies de régulation (cAMP, c-di-GMP, Quorum sensing et Gac/Rsm) jouent un role
analogue dans l'infection en contrélant les phénotypes d’infection aigué et chronique. D’aprés (Coggan and
Wolfgang, 2012).

2.3 Moyens de lutte actuels, antibiorésistance et perspectives

L'issue des infections a P. aeruginosa dépend du degré de faiblesse de la défense de I'hbte, des
précédents traitements infructueux et de la virulence de la bactérie. Le taux élevé d'acquisition de P.
aeruginosa chez les patients hospitalisés est associé a |'utilisation antérieure d'antibiotiques a large
spectre, la présence de souches multirésistantes dans les hopitaux et divers degrés de lésion
pulmonaire ou de déficit immunitaire chez ces individus (Williams et al., 2010). Par conséquent, un
grand nombre d'approches sont mises en place pour développer de nouveaux anti-infectieux. Ces
stratégies vont de I’"élimination (nouveaux antibiotiques) au désarmement (antivirulence) de I'agent

pathogéene (Bassetti et al., 2018).

2.3.1 Les antibiotiques

La résistance aux antibiotiques joue un role majeur dans la pathogénése de P. aeruginosa, et ce, quel
que soit le type d’infection induit. Cependant, dans le cas d’infection chronique, les bactéries

présentent des niveaux de résistance plus importants (Balasubramanian et al., 2013).
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Au cours des années 1960, P. aeruginosa est apparu comme une cause fréquente de bactériémie a
Gram négatif, en particulier chez les sujets immunodéprimés (Schimpff, 1993). A cette époque, la
mortalité était d'environ 90% et les seuls antibiotiques anti-Pseudomonas disponibles, les polymixines,
étaient inefficaces chez les patients atteints de neutropénie persistante. Le traitement de ces
infections s’est quelque peu amélioré avec I'introduction du sulfate de gentamicine, mais son efficacité
chez les patients neutropéniques était limitée. L'ére du traitement efficace des infections a P.
aeruginosa a commencé avec l'introduction de la carbénicilline et de la gentamicine et s'est améliorée
avec la découverte d'autres pénicillines anti-Pseudomonas, céphalosporines, carbapénémes et
fluoroquinolones (Chatzinikolaou et al., 2000). Comme la bactérie s’adapte rapidement aux attaques
médicamenteuses, il est recommandé de débuter un traitement anti-Pseudomonas par une bithérapie
(avec un aminoside, amikacine ou tobramycine), jusqu’a réception de I'antibiogramme. Les principaux
antibiotiques employés étant la piperacilline, la ceftazimidine, les aminoglycosides, les

fluoroquinolones, les carbapénemes (a n’utiliser qu’en dernier recours) (HAS, 2019).

Mais malgré ces progres, P aeruginosa continue de causer des infections graves et représente une
menace importante pour les patients prédisposés, en raison de sa remarquable capacité a résister
aux antibiotiques. P. aeruginosa a d’ailleurs été classé par I’Organisation Mondiale de la Santé (WHO,
2017), parmi le groupe critique des « agents pathogénes prioritaires » résistants aux antibiotiques.

C’est pourquoi le développement de nouvelles stratégies antibactériennes est nécessaire.

2.3.2 Les nouvelles stratégies antibactériennes : stratégie antivirulence

Le développement de stratégies dites antivirulence, est apparu comme une alternative intéressante
pour la création de nouveaux agents antimicrobiens, puisque au lieu de tuer les agents pathogenes,
elle tend a réduire leur virulence (Fleitas Martinez et al., 2019). Cette approche présente plusieurs
avantages potentiels, notamment |'élargissement du répertoire de cibles bactériennes, la préservation
du microbiote endogene et réduirait la pression sélective, ce qui pourrait limiter I'apparition de

résistances (Clatworthy et al., 2007).

Les facteurs de virulence sont des composants microbiens utilisés par les agents pathogénes pour
coloniser, envahir et persister chez le sujet hote (Fleitas Martinez et al., 2019). L'inhibition des
systémes de virulence bactériens tels que la production de toxines, I'adhésion et la colonisation, les
systemes de sécrétion ou encore les systemes de signalisation, permettrait de limiter le processus

infectieux bactérien (figure 5).
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Figure 5. Schéma illustrant les principales stratégies antivirulence pour lutter contre les infections bactériennes.
Sur le schéma sont encadrés les principaux mécanismes de virulence bactériens ciblés. Adapté de (Lopez et al.,
2014).

Les cibles antivirulence sont trés nombreuses. A titre non exhaustif, je décris ci-aprés quelques cibles

importantes dans la pathogénese de P. aeruginosa.

23.2.1 Le systéme de sécrétion de type Il (SST3)

Le SST3 est le principal déterminant de la virulence de P. aeruginosa lors d’infections aigués. Ce
systeme est un appareil semblable a une seringue qui facilite I'injection d’effecteurs bactériens

directement dans le cytosol de la cellule hote (Bleves et al., 2010).

Les différentes souches de P. aeruginosa peuvent avoir différentes combinaisons de genes codant pour
les effecteurs du SST3, et peuvent étre divisées en 2 groupes. Les souches dites cytotoxiques possédent
les effecteurs ou exotoxines (Exo) U, ExoT et parfois ExoY (e.g. la souche PA103 ou PA14), tandis que
les isolats invasifs possedent ExoS, ExoT et souvent ExoY (e.g. la souche PAO1 ou PAK) (Bleves et al.,

2010).

Le principe des stratégies antivirulences ciblant le SST3 consiste a : (1) empécher I'assemblage du SST3;
(2) inhiber I'interaction avec les cellules hotes eucaryotes; ou (3) inhiber la sécrétion des toxines (ou
effecteurs) (Lopez et al., 2014). Deux grandes classes de petites molécules, les salicylidéne

acylhydrazides et les thiazolidinones, ont été utilisées pour inhiber plusieurs genres de bactéries par
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I'intermédiaire du SST3. De nombreuses autres classes d'inhibiteurs de petites molécules du SST3,
chimiquement et structurellement diverses, ont également été identifiées (McShan and De Guzman,

2015).

2.3.2.2 Les exopolysaccharides et le biofilm

Les bactéries peuvent vivre dans une communauté appelée biofilm, qui est une structure formée par
des polymeéres extracellulaires tels que les acides nucléiques, des protéines, des vésicules lipidiques et
des exopolysaccharides (EPS). Une fois le biofilm formé, les bactéries peuvent se disperser et coloniser
d’autres sites. Ce mode de vie permet aux pathogénes de se protéger contre le stress environnemental
potentiel, tel que les antibiotiques et les composants de défense de I'h6te (Hall and Mah, 2017; Tseng
et al., 2018). Chez P. aeruginosa, la formation de biofilm est régulée par un mécanisme de

communication cellule-cellule appelé quorum sensing (QS).

P. aeruginosa produit au moins trois EPS (alginate, Pel et Psl) qui sont déterminants pour la stabilité
de la structure du biofilm. Pel et Psl servent de structure primaire d’échafaudage pour le
développement du biofilm et sont impliqués dans les premiers stades de sa formation. L'alginate
contribue a la stabilité structurelle et a la protection du biofilm. Les appendices extracellulaires de P.
aeruginosa, comme les flagelles, les pili de type IV et les fimbriae, sont également considérés comme
des composants de la matrice du biofilm jouant un réle adhésif dans les interactions cellule-surface

(Rasamiravaka et al., 2015).

Les composés antivirulences contre les biofilms sont développés pour limiter I'adhésion bactérienne
aux surfaces, affecter la production de la matrice extracellulaire, ou encore perturber le biofilm

existant (Fleitas Martinez et al., 2019).

2.3.2.3 Le quorum sensing

Le QS est un phénomene par lequel les bactéries peuvent détecter la densité de leur population en
libérant des molécules de signalisation diffusibles (autoinducteurs) qui s'accumulent dans la
population et son environnement. Ces molécules de signalisation augmentent en concentration a
mesure que la population bactérienne s’accroit, jusqu'a atteindre un seuil critique de concentration. A
ce stade, les molécules de signalisation détectant le quorum peuvent influencer I'expression de divers
genes, y compris les genes impliqués dans la virulence. Par conséquent, les molécules du QS sont des
cibles attrayantes pour développer des stratégies thérapeutiques antivirulences (Clatworthy et al.,

2007).
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L'une des approches permettant de perturber les systemes QS est basée sur les interférences générées
par la production de signaux. Cette stratégie est centrée sur l'inhibition de I'activité des enzymes
produisant des autoinducteurs via de petites molécules inhibitrices, qui sont principalement des
substrats analogues structuraux ou analogues d'un état de transition et n'affectent pas la croissance

bactérienne (LaSarre and Federle, 2013).

Lors de ma these, je me suis intéressée aux facteurs de virulence de P. aeruginosa, MgtC et OprF.
Comme je vais le décrire ci-aprées, des travaux distincts ont montré que ces deux facteurs de virulence
jouaient un role important dans la survie intramacrophagique de P. aeruginosa. Une meilleure
compréhension de la pathogenese médiée par les facteurs de virulence, tels que MgtC et OprF,

pourrait permettre la mise au point de nouvelles molécules thérapeutiques antivirulence.

3.1 Le facteur de virulence MgtC

MgtC a été initialement décrit et largement étudié chez Salmonella enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium), avant d’étre étudié chez d’autres bactéries, dont P. aeruginosa. Dans cette partie
seront détaillées les connaissances actuelles concernant MgtC chez S. Typhimurium et chez les autres

bactéries pathogénes.

3.1.1 Description de MgtC

MgtC est une protéine de la membrane interne, constituée de cing hélices transmembranaires (TM)
en N-terminal et un domaine cytoplasmique en C-terminal (Rang et al, 2007). L'analyse
phylogénétique des protéines MgtC-like, montre que MgtC est constituée d’un domaine
transmembranaire N-terminal conservé (environ 130 aa), et d’'un domaine cytoplasmique C-terminal

plus variable (environ 100 aa).

Jusqu'a présent, seule la structure du domaine C-terminal de MgtC est connue (sur la base de I'étude
de la protéine MgtC de Mycobacterium tuberculosis). Ce domaine forme un repliement BapBap
caractéristique des domaines liants de petites molécules, appelés ACT domaines (aspartokinase,
chorismate mutase, et TyrA) (Yang et al., 2012). Le domaine N-terminal, quant a lui, a une importance
majeure pour la fonction de MgtC, et il est la cible d’interaction du peptide antagoniste MgtR (Jean-
Francois et al., 2014). Par ailleurs, I'étude de MgtC de Salmonella suggéere que ce domaine a un réle

clé dans l'interaction avec I’ATP synthase (Lee et al., 2013).
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3.1.2 Découverte de MgtC et phylogénie

C’est I'étude de la protéine MgtB, I'un des trois transporteurs de Mg?* de S. Typhimurium qui a permis
de mettre en évidence la protéine MgtC, I'analyse génomique ayant montré que les deux genes étaient
cotranscrits et formaient I'opéron mgtCB (Snavely et al., 1991). Le géne mgtC de Salmonella a été
d’abord identifié comme faisant partie de I'ilot de pathogénicité 3 (SPI-3), puis décrit comme un géne
requis pour la survie de la bactérie dans la lignée de macrophages J774.A1 (Blanc-Potard and Groisman,
1997). Par la suite, une autre étude a montré qu’un petit peptide régulateur, MgtR, était également
codé par I'opéron mgtCB formant ainsi I'opéron mgtCBR (Alix and Blanc-Potard, 2008). Le peptide

MgtR sera décrit dans le paragraphe (3.1.8).

En 2003, une étude bioinformatique, réalisée sur plus de 70 génomes, a permis de mettre en évidence
47 protéines homologues de MgtC issues de 41 organismes (Blanc-Potard and Lafay, 2003). MgtC a
une distribution sporadique parmi les eubactéries et I’analyse génomique aux abords du gene mgtC,
plus particulierement chez des bactéries capables de survivre dans les macrophages, a montré que
I"acquisition de mgtC a probablement eu lieu par transfert horizontal de génes (Blanc-Potard and Lafay,
2003). MgtC de S. Typhimurium fait partie d’un sous-groupe de protéines appelé sous-groupe I. Ce
groupe inclut des protéines dont le domaine C-terminal est conservé, issues de bactéries
intracellulaires telles que S. Typhi, Brucella melitensis, Burkholderia species, Mycobacterium abscessus
et M. tuberculosis. 1l comprend également des bactéries classiquement décrites comme
extracellulaires mais pouvant rencontrer une phase intracellulaire comme P. aeruginosa et Yersinia
pestis. P. aeruginosa posséde 2 homologues de la protéine MgtC (PA4635 et PA2558), toutes deux

faisant partie du sous-groupe | (Figure 6).
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Figure 6. Phylogénie de MgtC.
(A) Arbre phylogénique de MgtC, sous-groupe |. D’apres (Blanc-Potard & Lafay 2003).
(B) Alignement des séquences MgtC de S. Typhimurium, Y. pestis, M. tuberculosis et P. aeruginosa. La ligne
supérieure indique le domaine C-terminal. Les résidus impliqués dans la fonction in vito et/ou in cellulo de MgtC
de S. Typhimurium sont encadrés de différentes couleurs selon leur fonction. L’alignement des séquences MgtC
de S. Typhimurium (Numéro d'accés AAL22622.1), M. tuberculosis (NP_216327.1), Y. pestis (YP_002346668.1) et
P. aeruginosa (NP_253325.1) a été fait via le serveur d'alignement de séquences multiples T-COFFEE
(tcoffee.crg.cat/).
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La phylogénie de MgtC a suggéré que la protéine jouerait une fonction similaire chez les différentes

especes du sous-groupe | (Blanc-Potard and Lafay, 2003). En effet, I'étude du role de MgtC dans

diverses bactéries a permis de montrer son implication dans la survie bactérienne en milieu carencé

en Mg*" ainsi que dans la survie bactérienne dans les macrophages infectés (Belon et al., 2015; Blanc-

Potard and Groisman, 1997; Buchmeier et al., 2000; Grabenstein et al., 2006; Lavigne et al., 2005;
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Maloney and Valvano, 2006; Rang et al., 2007; Retamal et al., 2009), ces fonctions seront décrites

plus en détail dans les paragraphes ci-aprés.
3.1.3 Role de MgtC dans la croissance en milieu carencé en magnésium

On pensait au départ que MgtC était un transporteur de Mg?, étant donné son implication dans
I’'adaptation des bactéries a la carence en Mg?*. Le géne mgtC est cotranscrit avec le géne codant pour
le transporteur de Mg?* MgtB, chez S. Typhimurium, Y. pestis et Brucella suis, mais pas chez M.
tuberculosis, B. cenocepacia ou encore P. aeruginosa (Blanc-Potard and Lafay, 2003). Cependant,
I’expression de mgtC de S. Typhimurium au niveau de 'oocyte de Xenupus laevis et la mesure du
potentiel membranaire des cellules ont permis de montrer que MgtC n’était pas directement lié au
transport des ions tels que le Mg* (Giinzel et al., 2006). De plus, I'étude structurale du domaine C-
terminal de MgtC de M. tuberculosis indique que la protéine n’aurait pas de fonction intrinseque liée
a la prise en charge du Mg?* (Yang et al., 2012). La protéine MgtC pourrait agir en séquestrant et / ou
en facilitant le transport de Mg** par des transporteurs spécifiques, tels que le transporteur de
magnésium MgtB (Alix and Blanc-Potard, 2007). Cette hypothése est soutenue par le fait que MgtB
était retrouvé dans des expériences de pull-down visant a identifier les protéines interagissant avec

MgtC (Lee et al., 2013).

Les souches portant des mutations au niveau du gene mgtC sont défectives pour la croissance en milieu
a trés faible concentration de Mg?* (10-20 uM) mais montrent une croissance normale pour une
concentration supérieure a 50 uM (Alix and Blanc-Potard, 2007). La mutation MgtC W226A chez S.
Typhimurium induit un défaut de croissance en milieu faiblement concentré en Mg?*, mais n’affecte
pas sa fonction dans les macrophages, suggérant que le résidu W226 serait spécifiquement impliqué
dans la croissance en milieu carencé en Mg?* (Rang et al., 2007). Il est intéressant de noter que ce
résidu est également conservé chez la bactérie P. aeruginosa, méme si jusqu’ici aucune étude n’a été

menée chez ce pathogeéne pour identifier les résidus importants dans la fonction de MgtC (figure 6).

3.1.4 Role de MgtC dans la virulence bactérienne et la survie intracellulaire

L'implication de MgtC dans la virulence bactérienne a été initialement décrite chez S. Typhimurium
(Blanc-Potard and Groisman, 1997), puis d’autres études ont été menées chez plusieurs bactéries
produisant des protéines homologues de MgtC. Le parallele entre le défaut de croissance des mutants
mgtC dans les macrophages et dans les milieux carencés en Mg?* avait au départ suggéré que
I’environnement faiblement concentré en Mg?* des macrophages était la cause du défaut de

réplication des mutants mgtC. Cette hypothése fut confortée par le fait que I'addition de Mg2*au milieu
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de culture cellulaire restaurait partiellement le défaut de croissance des mutants mgtC de S.
Typhimurium et B. suis dans les macrophages (Blanc-Potard and Groisman, 1997; Lavigne et al., 2005).
L'ajout de Mg?* extracellulaire pourrait légérement augmenter la concentration de Mg?*
intravacuolaire pour favoriser la croissance de mutants mgtC. Mais elle pourrait également affecter la
physiologie des macrophages, favorisant ainsi la réplication des mutants mgtC (Alix and Blanc-Potard,
2007). De plus, le fait que le phagosome soit dépourvu de Mg?* est assez controversé, puisque des
mesures directes de la concentration en Mg?* dans le phagosome ont montré que celle-ci était plutét
de I'ordre du millimolaire (Martin-Orozco et al., 2006). D’autre part, la mutagénése du gene mgtC de
Salmonella a permis de caractériser un mutant MgtC a la position C99 qui empéche le role de MgtC
dans les macrophages, sans affecter son réle en milieu a faible concentration en Mg?* (Rang et al.,
2007). Pris ensemble, ces résultats révelent que le réle de MgtC dans la croissance en milieu carencé

en Mg* peut étre dissocié de la survie intramacrophagique.

MgtC est retrouvé chez M. tuberculosis, agent responsable de la tuberculose. Bien que M. tuberculosis
soit tres différent de S. enterica, les deux pathogenes partagent en commun la capacité de proliférer
dans I'environnement phagosomal des macrophages et pourraient méme partager une stratégie
commune de survie intraphagosomale. Le mutant résultant de [Iinactivation de mgtC chez M.
tuberculosis, est atténué dans un modele d’infection de macrophages humains dérivés de monocytes
ainsi que pour la croissance dans les poumons et rates issus de souris BALB/c (Buchmeier et al., 2000).
De plus, I'expression hétérologue de la protéine MgtC de M. tuberculosis dans un mutant mgtC de S.
Typhimurium complémente partiellement le phénotype dans les macrophages et la croissance en
milieu pauvre en Mg?* (Alix et al., 2006). On retrouve également MgtC chez une mycobactérie non
tuberculeuse présentant une menace sérieuse pour les malades mucoviscidosiques, Mycobacterium
abcessus. Cependant, bien qu’il y'ait une forte induction de MgtC lorsque la bactérie réside dans le
macrophage, la délétion du géne n’induit qu’une légére diminution non significative de la croissance

bactérienne dans le macrophage (Le Moigne et al., 2016).

B. suis et Y. pestis, agents responsables respectivement de la brucellose et de la peste, possédent
également la capacité de survivre et de proliférer dans les phagosomes (Boschiroli et al., 2001; Pujol
and Bliska, 2003). Il a été montré dans un modeéle d’infection cellulaire de macrophages 1774, que les
mutants mgtC étaient atténués pour la survie intramacrophagique (Grabenstein et al., 2006; Lavigne
et al., 2005). De plus, la protéine MgtC de Y. pestis est capable de complémenter le mutant mgtC de S.

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

Le géne mgtC a été identifié parmi les genes requis pour la survie de B. cenocepacia dans un modéle

d’infection de rat (Hunt et al., 2004). Tout comme P. aeruginosa, B. cenocepacia est une bactérie
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environnementale associée aux infections nosocomiales et aux infections opportunistes chez les sujets
atteints de mucoviscidose. Chez B. cenocepacia Le gene mgtC est également nécessaire pour la survie
des bactéries dans les macrophages murins, et contrairement aux bactéries de type sauvage, le mutant
mgtC est rapidement acheminé vers les lysosomes, suggérant que MgtC serait un facteur critique pour

la survie intracellulaire de B. cenocepacia (Maloney and Valvano, 2006).

MgtC est important pour la survie intramacrophagique chez des pathogénes intracellulaires mais aussi
chez des pathogenes extracellulaires avec une phase intracellulaire, comme Y. pestis. Par ailleurs, le
role de MgtC a été récemment étudié chez deux pathogénes extracellulaires bien différents, P.
aeruginosa et Bordetella pertussis. B. pertussis est |'agent de la coqueluche, ce pathogéne
historiquement considéré comme extracellulaire, une fois internalisé dans les cellules h6tes comme
les neutrophiles, les macrophages ou les cellules épithéliales, a la capacité de survivre a l'intérieur. Un
homologue de la protéine MgtC (BP0414) a été identifié chez ce pathogéne. BP0414 est impliqué dans
la survie de B. pertussis dans les macrophages et son rdle est principalement lié a I'adaptation de la
bactérie a I’environnement acide retrouvé dans les phagosomes (Cafiero et al., 2018). P. aeruginosa,
sujet de mon étude, possede deux homologues de MgtC, PA4635 et PA2558, (Blanc-Potard and Lafay,
2003). Les données relatives au réle de ces protéines chez P. aeruginosa, seront détaillées dans le

paragraphe (3.1.6).

Les différentes observations concernant le réle commun de MgtC dans la survie intramacrophagique
de différents pathogénes, peuvent laisser supposer que d’autres bactéries produisant des protéines
MgtC ont la capacité de survivre dans les macrophages. Par exemple, le génome de Klebsiella
pneumoniae code pour une protéine trés étroitement apparentée a la protéine MgtC de Salmonella
(Blanc-Potard and Groisman, 1997). K. pneumoniae est un pathogene opportuniste largement
considéré comme extracellulaire et pouvant survivre dans les macrophages (Cano et al., 2015). On
peut donc supposer que MgtC pourrait contribuer a la capacité de K. pneumoniae a résister a I'action
des macrophages. On peut également supposer que la présence du géne mgtC dans le génome
bactérien de Bacillus cereus jouerait un role similaire, étant donné que B. cereus est un pathogéne
humain, capable d'échapper aux macrophages apres avoir été internalisé (Tran and Ramarao, 2013)

(figure 7).
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Figure 7. Implication de MgtC dans la survie intramacrophagique chez plusieurs pathogénes
intracellulaires et extracellulaires. Adapté de (Belon and Blanc-Potard, 2016).

Cependant, certains pathogeénes extracellulaires, comme S. aureus, peuvent résider dans les
macrophages sans pour autant exprimer de mgtC. De plus, la présence de protéines similaires a MgtC
chez des bactéries non pathogenes, pourrait étre plutét liée a la fonction adaptative de MgtC a la

privation de Mg?* (Belon and Blanc-Potard, 2016).

3.1.5 Fonction de la protéine MgtC: exemple chez S. Typhimurium

La fonction de MgtC n’a été largement étudiée que chez S. Typhimurium. MgtC est une protéine
membranaire, qui chez S. Typhimurium permet le maintien de 'homéostasie énergétique en inhibant
sa propre FiFo ATP synthase lorsque la bactérie se retrouve dans un environnement hostile, comme
lors d’une baisse de pH ou de Mg?*. Cette fonction est cruciale, pas seulement pour maintenir le niveau
d’ATP physiologique durant la croissance dans un milieu acide, mais aussi pour restaurer le niveau de
Mg?* intracellulaire (Lee et al., 2013). Le Mg?* est essentiel a I'assemblage des ribosomes et donc a la
synthése protéique. L’absorption de Mg?* par les transporteurs de Mg?*, MgtA et MgtB, et la baisse
d’ATP favorisée par la protéine MgtC permet la formation de ribosomes fonctionnels, en plus faible
nombre que lorsque la concentration en Mg?* dans la bactérie est élevée (Pontes et al., 2016). De plus,
MgtC pourrait promouvoir I'activité d’ATPases de type P, telles que le transporteur de Mg MgtB (Alix
and Blanc-Potard, 2007). Ainsi, MgtA, MgtB (apport du Mg?* dans la cellule) et MgtC (libération du
Mg?* des complexes ATP ) permettent de maintenir ’homéostasie du Mg?* cellulaire (Park et al., 2018;
Pontes et al., 2016). Par ailleurs, il semblerait que I'interaction MgtC - F1Fo ATP synthase soit essentielle

a la pathogénicité de Salmonella. MgtC se lie a la sous-unité Fo a de la F1Fo ATP synthase, et le résidu
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N92 de MgtC a été identifié comme nécessaire a cette interaction (Lee et al., 2013). Ce méme résidu
est essentiel aux fonctions de croissance de S. Typhimurium en milieu carencé en Mg?* et de survie
dans les macrophages (Rang et al., 2007) (figure 6). Il a été montré que I'effet de MgtC sur I’ATP
synthase jouait un réle dans la virulence bactérienne. En effet, en abaissant le niveau d'ATP, MgtC
réprime la biosynthése de cellulose, le composant structurel majeur des biofilms de Salmonella. Il a
été montré que MgtC empéchait I'expression du gene de la cellulose synthase bcsA ainsi que
I"augmentation du diguanylate cyclique (c-di-GMP), un second messager qui favorise la formation de
biofilm chez les bactéries. Par ailleurs, empécher la synthese de cellulose augmenterait la virulence de

Salmonella dans les macrophages (Pontes et al., 2015).

Tres récemment, un nouveau réle de MgtC en relation avec I'acquisition de phosphate au cours de
I'infection des macrophages a été mis en lumiere. Durant I'infection, MgtC ciblerait I'histidine kinase
PhoR activant ainsi la transcription de genes impliqués dans le transport de phosphate. Ainsi, I'action
de MgtC envers PhoR permet a Salmonella d’assurer I'absorption de phosphate, qui par ailleurs,

semble étre critique pour une virulence normale de Salmonella (Choi et al., 2019) (figure 8).

Phosphate
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Figure 8. Différentes fonctions de MgtC chez S. Typhimurium.
3.1.6 Role de MgtC chez le pathogene extracellulaire P. aeruginosa

Bien que P. aeruginosa soit considéré comme un pathogene extracellulaire, qui échappe a la
phagocytose et montre une forte cytotoxicité envers les cellules phagocytaires, il a été montré que P.
aeruginosa pouvait étre internalisé par les macrophages dans un modele animal (Belon et al., 2015;
Brannon et al., 2009; Cafora et al., 2019). Par ailleurs, il a été proposé que la bactérie puisse avoir une
phase intracellulaire dans les cellules épithéliales aériennes durant la phase aigué de l'infection

(Garcia-Medina et al., 2005; Sana et al., 2012).

P. aeruginosa posséde deux protéines homologues MgtC, toutes deux appartenant au sous-groupe |

de l'arbre phylogénétique représenté par la figure 6, la protéine PA4635 référée comme MgtC et la
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protéine PA2558 (Blanc-Potard and Lafay, 2003). Des expériences de complémentation hétérologue
ont été réalisées avec les deux génes, PA4635 et PA2558 de P. aeruginosa dans un mutant mgtC de S.
Typhimurium. Il se trouve qu’aucun des 2 genes ne complémente le phénotype du mutant dans les
macrophages. Cependant, la substitution d’un seul résidu de PA4635 (E112N) permet une
augmentation significative de la capacité de la protéine PA4635 mutée a complémenter le mutant
mgtC de S. Typhimurium dans les macrophages. De plus PA4635, mais pas PA2558, complémente le
mutant mgtC de S. Typhimurium pour la croissance en milieu carencé en Mg?* (Rang et al., 2007), ce

qui montre que la protéine MgtC (PA4635) de P. aeruginosa est proche de MgtC de S. Typhimurium.

Une étude du laboratoire a permis de mettre en évidence I'importance du facteur de virulence MgtC
dans la survie intramacrophagique chez cette bactérie décrite comme extracellulaire. De plus, il a été
montré que mgtC de P. aeruginosa (PA4635) était fortement induit dans les macrophages et I'acidité
phagosomale favorisait cette expression (Belon et al., 2015). Pour étudier le role de MgtC chez P.
aeruginosa in vivo, I'équipe a utilisé le modele d’embryon de poisson-zébre (Danio rerio). Leurs
résultats montrent que le mutant mgtC est atténué durant l'infection aigué des embryons de poisson-
zébre. MgtC semble agir en protégeant P. aeruginosa contre I'action des macrophages, étant donné
que la déplétion des macrophages via I'utilisation de morpholino (pu.1 morpholino) chez I'embryon,
supprime la différence entre le mutant mgtC et la souche sauvage. Cette hypothése est soutenue par
les expériences ex-vivo montrant que le mutant mgtC était plus sensible a I'action bactéricide des

macrophages J774, que la souche sauvage dans les macrophages en culture (Belon et al., 2015).

Chez P. aeruginosa, la matrice du biofilm est formée essentiellement d’EPS, tandis qu’elle est formée
de cellulose chez Salmonella. L'étude du laboratoire a montré que le mutant mgtC de P. aeruginosa
formait plus de biofilm, et produisait plus d’EPS dans des conditions limitantes en Mg?* (figure 9)(Belon
et al., 2015). Sur la base des résultats obtenus chez Salmonella, le phénotype du mutant mgtC de P.

aeruginosa pourrait étre en lien avec la production d’EPS. Cette hypothése a été testée dans I'article

(1).

En conclusion, MgtC semble donc avoir une fonction au moins en partie conservée chez les pathogénes

intracellulaires et P. aeruginosa.
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Figure 9. Double réle de MgtC dans les environnements extracellulaires et intracellulaires, chez les bactéries, S.
Typhimurium et P. aeruginosa. Adapté de (Belon et al., 2015).

3.1.7 Régulation de MgtC : exemple chez S. Typhimurium

Dans cette partie seront détaillées les connaissances actuelles concernant la régulation de MgtC, qui a
été étudiée en détail chez S. Typhimurium. MgtC est régulé a de multiples niveaux, aussi bien

transcriptionnels, post-transcriptionnels et post-traductionnels.

3.1.7.1 Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de MgtC

L'initiation de la transcription de I'opéron mgtCBR est controlée par le systeme a deux composants
PhoP-PhoQ (Soncini et al., 1996), qui joue le réle de senseur de I’environnement bactérien. Le systeme
PhoPQ constitue une cascade de transduction de signal composée de la kinase PhoQ liée a la
membrane et du régulateur de réponse cytosolique PhoP. L’activation de la kinase PhoQ suite a une
diminution du Mg?*, un pH acide ou la présence de peptides antimicrobiens, conduit a la
phosphorylation de PhoP, qui induit la transcription d’un grand nombre de génes (Prost and Miller,

2008), dont I'opéron mgtCBR.

L’élongation de la transcription dans la région codante est contrélée par la région leader, qui peut
adopter des structures secondaires en tige-boucle en fonction du couplage ou découplage de la
transcription du leader mgtCBR et de la traduction de deux cadres de lecture (ORF) courts mgtM et
mgtP. Les structures secondaires qui se forment sont déterminées par les niveaux cytoplasmiques

d’ATP (mgtM) et de proline (mgtP). Lorsque le niveau d’ATP est élevé et/ou que le niveau de proline
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est bas, la structure tige-boucle formée permettra I'expression de I'opéron mgtCBR. Ces deux facteurs
semblent avoir un effet indépendant et additif sur ’ARNm leader (Lee and Groisman, 2012; Park et al.,
2018). Durant l'infection, I'acidification du phagosome crée un gradient de proton a travers la
membrane interne bactérienne et stimule la synthése d’ATP. En méme temps, le stress hyper
osmotique diminue le taux de proline cellulaire, permettant une expression élevée de mgtC dans les

macrophages (Park et al., 2018).

L’activation du systeme PhoPQ induit également la transcription d’une région intergénique située
entre les génes mgtC et mgtB, qui code pour un ARN antisens, AmgR. Ce dernier induit la dégradation

de ’ARNm mgtC (Lee and Groisman, 2010) (figure 10).

3.1.7.2 Régulation post-traductionnelle de MgtC

Au niveau post-traductionnel, la protéine MgtC est régulée par deux facteurs, MgtR et CigR. Le peptide
MgtR, coproduit par le méme opéron que MgtC, interagit directement avec MgtC et induit sa
dégradation (Alix and Blanc-Potard, 2008). Cette partie importante dans le cadre de mon travail fera

I’objet d’une description détaillée dans le chapitre suivant.

Un deuxieme facteur impliqué dans la régulation post-traductionnelle de MgtC a été décrit
récemment, il s’agit de la protéine antivirulence CigR, qui est impliquée dans la séquestration de MgtC
(Yeom et al., 2018). Comme mgtC, le géne cigR est localisé au niveau de I'ilot de pathogénicité SPI-3
(Blanc-Potard et al., 1999). Il a été proposé que cigR fasse partie du méme opéron que mgtC, mais
contrairement a mgtR et amgR dont la transcription est activée par PhoP, cigR peut étre également
transcrit de maniéere indépendante. CigR est localisé au niveau de la membrane interne de Salmonella.
Des expériences de double hybride bactérien et de pull-down ont permis de montrer que la protéine
CigR interagissait directement avec MgtC, et le résidu N92 impliqué dans I'interaction de MgtC avec la
FiFo ATP synthase, était également impliqué dans I'interaction de CigR avec MgtC. Ainsi CigR restreint

la virulence de MgtC en empéchant son interaction avec la F1Fo ATP synthase (Yeom et al., 2018).

En résumé, Salmonella limite la quantité de protéines MgtC, au niveau post-traductionnel, en
produisant le peptide MgtR qui favorise la protéolyse de MgtC, et la protéine CigR qui séquestre la
protéine (Choi et al., 2019) (figure 10).
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Figure 10. Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de MgtC.
Adapté de (Lee and Groisman, 2010; Lee and Lee, 2015).

3.1.8 MgtR : peptide antagoniste du facteur de virulence MgtC
3.1.8.1 Découverte et caractérisation du peptide MgtR chez S. Typhimurium

Chez S. Typhimurium, I'expression de mgtC est fortement induite dans un milieu pauvre en Mg?* et la
protéine est rapidement détectable aprés induction. Mais il était surprenant de constater que la
protéine MgtC n’était plus détectée aprés un long moment d’induction, alors que la protéine MgtB,
produite par le méme opéron mgtCB, restait largement détectable. Une étude précise (Alix and Blanc-
Potard, 2008) a montré que la région 3’ du géne mgtB régule négativement I'expression de mgtC.
Cette région en aval de mgtB code pour une petite ORF de 30 aa appelée MgtR. Par ailleurs, des
expériences de RT-PCR ont montré que mgtR était exprimé dans les mémes conditions de carence en

Mg?* que mgtC, et que mgtR faisait partie de I'opéron mgtCB (Alix and Blanc-Potard, 2008).

MgtR est un peptide de la membrane interne de 3.5 kDa, composé d’'un seul domaine
transmembranaire, hautement hydrophobe, structuré en hélice a avec une courte extrémité N-
terminale cytoplasmique et une courte extrémité C-terminale périplasmique (Alix and Blanc-Potard,

2008) (Figure 11).
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Figure 11. Séquence en acides aminés du peptide MgtR. Les fleches
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3.1.8.2 Mécanisme d’action de MgtR

L'approche de double hybride bactérien a permis de mettre en évidence l'interaction de MgtR et MgtC
de S. Typhimurium. MgtR ainsi que le domaine TM4 de MgtC possedent un motif Ala-coil caractérisé
par 3 petits résidus dans une répétition d’heptades (Alix and Blanc-Potard, 2008). Ce motif a été décrit
dans I'association d’hélices enchassées dans la membrane (Walters and DeGrado, 2006). Le motif Ala-
coil de MgtR est essentiel a I'interaction MgtC-MgtR, et les mutations A10L, S17I ou A24L abolissent
complétement sa fonction de régulation et son interaction avec MgtC (Alix and Blanc-Potard, 2008).
MgtR est uniquement présent chez la bactérie S. Typhimurium et une étude structurale basée sur
I'utilisation de la résonance magnétique nucléaire (RMN) et le TM4 de la protéine MgtC de M.
tuberculosis a montré que MgtR de S. Typhimurium interagissait directement avec le domaine TM4 de

la protéine MgtC (Jean-Francois et al., 2014).

L'interaction de MgtR avec MgtC pourrait avoir un double effet sur la protéine MgtC: (1) MgtR
pourrait induire la dégradation de MgtC, et/ou (2) empécher 'interaction protéine-protéine de MgtC

(figure 12) (Belon et al., 2016).
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Figure 12. Double effet du peptide MgtR sur la protéine
MgtC : (1) MgtR pourrait avoir un effet sur la stabilité de
MgtC, (2) ou un effet sur la dimérisation de la protéine. Afin
de montrer I'effet de MgtR sur la dimérisation de MgtC, les
protéines MgtC ont été fusionnées aux fragments T18 ou
T25 de I'adénylate cyclase. En cas de dimérisation, cette
derniere devient fonctionnelle et son activité peut étre
mesurée. Ces expériences ont montré une réduction de la
formation de dimeres MgtC de Mtb (M. tuberculosis) suite
a I'ajout de MgtR. D’aprées (Belon et al., 2016).

Mtb MgtC-T25

(1) Bien que le mécanisme sous-jacent a cette dégradation de MgtC suite a son interaction avec MgtR
reste mal connu, I'interaction des deux molécules pourrait induire une modification de la conformation
de MgtC et faciliter son accessibilité a la FtsH (Alix and Blanc-Potard, 2008). FtsH est une protéase
membranaire essentielle qui joue un réle clé de contréle de qualité, en dégradant les protéines
membranaires mal repliées et endommagées des bactéries (Dalbey et al., 2012). C’est I'utilisation d’un
mutant ftsH thermosensible chez E.coli qui a permis de montrer en présence de MgtR, I'implication de

la FtsH dans la régulation de MgtC (Figure 13) (Alix and Blanc-Potard, 2008).

Interaction Unfolding of Degradation of
MgiR expteasad MgtC/MgtR MgtC MgtC by FtsH
MgtR MgtR MgtR ~ MgtR
H’ - % ’ — ’ — FtsH!.-!:?' ,
NN
R R
- )

Figure 13. Effet de MgtR sur la stabilité de la protéine MgtC médié par la protéase FtsH, d’apres (Alix and Blanc-
Potard, 2008).

Au niveau de la protéine MgtC, les mutations E84A, G85A et N92T regroupés dans la boucle
cytoplasmique entre le troisieme et le quatrieme domaine transmembranaire (TM3 et TM4), rendent
la protéine résistante a la dégradation médiée par MgtR (Alix and Blanc-Potard, 2008). Le résidu W226
(domaine cytoplasmique) semble critique pour protéger la protéine de la protéolyse par la FtsH (Baek
et al., 2018). La substitution du W226 par les acides aminés A, G ou Y favorise la dégradation de MgtC
par la FtsH. A l'inverse, la substitution du W226 par des acides aminés larges et hydrophobes protéege

la protéine de la protéolyse. Ces données indiquent qu’une chaine latérale large et hydrophobe, a la

38



position 226 de MgtC, est essentielle pour protéger la protéine de la dégradation par la FtsH (Baek et

al., 2018) (figure 14).

Periplasme
Membrane T Figure 14. Topologie de la protéine MgtC
interne montrant le motif Ala-coil (TM4) et les
résidus entourés essentiels a I'interaction
avec MgtR.
Cytoplasme

(2) Outre I'effet sur la stabilité de MgtC, MgtR pourrait également interférer dans l'interaction
protéine-protéine de MgtC (dimérisation ou interaction avec d’autres protéines) (Belon et al., 2016).
En effet, il a été montré que la protéine MgtC de M. tuberculosis pouvait former un dimeére (Yang et
al., 2012). Afin d’évaluer I'effet de MgtR sur la dimérisation de MgtC, un peptide synthétique MgtR a
été ajouté a différentes concentrations, dans un systeme de double hybride bactérien (figure 12). Les
résultats ont montré que MgtR pouvait effectivement interférer avec la dimérisation de MgtC de M.

tuberculosis (Belon et al., 2016).

3.1.8.3 MgtR comme candidat antivirulence

La surexpression de mgtR chez la souche sauvage de S. Typhimurium réduit significativement sa
capacité a se multiplier dans les macrophages, démontrant ainsi un potentiel anti-infectieux

intéressant de MgtR (Alix and Blanc-Potard, 2008).

Comme indiqué précédemment, MgtR est uniquement présent chez le pathogene S. Typhimurium, et
n’est pas retrouvé chez les autres especes codant pour MgtC (Alix and Blanc-Potard, 2008). Afin
d’évaluer I'effet biologique de I'expression ectopique de mgtR chez les mycobactéries, le géne mgtR
de Salmonella a été exprimé chez M. bovis BCG, cette derniere possédant une protéine MgtCidentique
acelle de M. tuberculosis. Les bactéries M. bovis BCG exprimant le gene mgtR montrent une diminution
significative de la multiplication bactérienne dans les macrophages J774. Par contre, il n'y pas de
différence de croissance en milieu pauvre en Mg?* entre les souches exprimant mgtR et les souches
sauvages, suggérant que MgtR interfererait avec la fonction de MgtC dans les macrophages mais pas

dans I'environnement faible en Mg?* (Belon et al., 2016).
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L'effet de MgtR a également été testé chez P. aeruginosa. Le domaine TM4 de MgtC est trés bien
conservé entre S. Typhimurium et P. aeruginosa, et les expériences dans un systéme de double hybride
bactérien ont montré que le peptide MgtR de S. Typhimurium pouvait interagir avec la protéine MgtC
de P. aeruginosa (Belon et al., 2015). Le géne mgtR de S. Typhimurium a alors été exprimé de maniére
ectopique chez P. aeruginosa et la production hétérologue du peptide MgtR diminue la survie de P.
aeruginosa dans un modele d’infection cellulaire de macrophages 1774 (figure 15. A). Dans un modeéle
d’infection animal d’embryon de poisson-zebre, une souche de P. aeruginosa PAO1 exprimant mgtR a
une virulence significativement diminuée comparée au controle (figure 15. B). L'effet de MgtR semble
étre lié a son action sur MgtC, étant donné I'absence d’effet de MgtR sur le mutant mgtC (Belon et al.,

2015).
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Figure 15. Phénotypes des souches PAO1 exprimant mgtR. Infection des macrophages (A) ou des embryons de
poisson-zebre (B), par les souches PAO1 et le mutant mgtC surexprimant mgtR ou non. pBBR est le plasmide
utilisé pour transformer les bactéries. D’apres (Belon et al., 2015).

Ces travaux soutiennent le fait que MgtR puisse étre utilisé comme outil antivirulence chez plusieurs
pathogeénes exprimant mgtC et ouvre la voie a une nouvelle stratégie thérapeutique basée sur
I'utilisation de peptides régulateurs tels que MgtR. Cet aspect fera I'objet d’'une étude lors de ma thése

(Article 1).
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3.2 Le facteur de virulence OprF

OprF fait partie de la famille des porines OmpA, qui sont des protéines abondantes chez les
entérobactéries et présentent une multitude de fonctions. Leur role dans la pathogenese des bactéries
a émergé il y a seulement une dizaine d’années (Krishnan and Prasadarao, 2012). Dans ce chapitre je
m’intéresserai uniquement au role d’OprF chez P. aeruginosa, en décrivant ses caractéristiques

structurelles et sa fonction de porine, ainsi que son role dans la pathogénie de P. aeruginosa.

3.2.1 Description d’OprF

OprF, initialement désignée comme la protéine F, est une protéine abondante de la membrane externe
de P. aeruginosa, avec un nombre allant de 100.000 a 300.000 par cellule. Cette porine permet le
passage non spécifique a travers la membrane externe de petits nutriments polaires et de particules

ioniques pouvant atteindre une taille de 3 kDa (Cassin and Tseng, 2019).

La protéine OprF existe sous deux conformations différentes, la conformation majoritaire (95%) qui
correspond a une conformation fermée, formée de deux domaines, le domaine N-terminal formé de
8 brins de feuillets B antiparalléles, et d’'un domaine C-terminal périplasmique globuleux formé
majoritairement d’hélices a. Cet état conformationnel joue un réle structural important, puisqu’il sert
d’ancrage de la membrane externe dans la couche de peptidoglycane. La conformation minoritaire
d’OprF (5%) se présente sous la forme d’un seul domaine de feuillet B avec environ 14 brins. Cette
forme ouverte de la protéine OprF peut s’oligomériser (Nestorovich et al., 2006; Sugawara et al., 2006)

(figure 16).

Il a été montré que le changement de conformation d’OprF d’un état fermé a un état ouvert, chez
diverses especes de Pseudomonas répondait aux variations de température (Jaouen et al., 2004). Chez
S. Typhimurium, la protéine homologue d’OprF affiche des changements dynamiques de conformation
en présence d'oxygéne réactif. Celle-ci se convertit rapidement en conformation fermée, réduisant
I"apport en oxydant et minimisant les dommages (van der Heijden et al., 2016). Ces données suggérent
que les bactéries peuvent répondre a leur environnement en modifiant la conformation de leurs

protéines homologues d’OprF.
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3.2.2 Role d’OprF dans la virulence de P. aeruginosa

Plusieurs études ont montré qu’OprF était impliqué dans plusieurs processus pathogéniques, incluant
I’adhésion des bactéries aux cellules de I'hote, I'expression de molécules dépendant du QS, ainsi que
des effecteurs du SST3 et la formation de biofilm (Azghani et al., 2002). Par ailleurs, OprF a été décrit
comme important dans la virulence de P. aeruginosa dans des modeéles cellulaires (Fito-Boncompte et

al., 2011; Mittal et al., 2016a) ainsi que dans des modeéles in vivo (Fito-Boncompte et al., 2011).

Dans cette partie seront détaillées ces différentes fonctionnalités, permettant de mieux comprendre

I'implication de cette protéine de la membrane externe dans le processus infectieux de P. aeruginosa

(figure 16).
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Figure 16. Modeéle des fonctions d’OprF dans I'adhérence cellulaire et le biofilm. Lors de I'association
des cellules, OprF (bleu) adopte majoritairement une conformation fermée (gauche). La
conformation ouverte est minoritaire (droite). L’interaction d’OprF avec la lectine LecB (tétrameére
jaune) chez P. aeruginosa (Pa) joue différents réles. D’apres (Cassin and Tseng, 2019).
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3.2.2.1 La formation des vésicules membranaires

Les vésicules membranaires (VMs) sont des sphéeres de 50-300 nm formées de la membrane externe,
elles sont produites par les bactéries gram-négatif et sont impliquées dans la communication cellulaire,
la délivrance de facteurs de virulence et I’évasion de la réponse immunitaire de I'hote. P. aeruginosa
peut produire des VMs a la fois a I'état de cellule planctonique ou a I'état de biofilm, mais la quantité
de vésicules et la teneur en protéines varient selon le mode de vie de la bactérie (Schwechheimer and
Kuehn, 2015). Certaines protéines de la membrane externe sont particulierement enrichies dans les
VM s tandis que d’autres en sont totalement exclues. OprF est particulierement abondant dans les VMs
(Couto et al., 2015). Il a été proposé qu’OprF puisse jouer un réle dans la formation de ces vésicules
lipidiques. Dans la mesure ou la forme fermée de la protéine s’associe au peptidoglycane mais pas la
forme ouverte, la conversion d'OprF a I'état ouvert pourrait favoriser la biogenese des VMs en
diminuant les interactions avec l'enveloppe. Cette hypothése est soutenue par le fait qu’une autre
protéine de la membrane externe, Oprl, inhibe la formation des VMs en formant des ponts covalents
avec le peptidoglycane (Cassin and Tseng, 2019). Par ailleurs, il a été montré qu’OprF impactait sur la
formation des VMs en modulant le taux de PQS (Pseudomonas quinolone signal), ce dernier étant

critique pour la production des VMs (Schertzer and Whiteley, 2012).

3.2.2.2 OprF et biofilm

Les analyses protéomiques de P. aeruginosa avaient révélé la présence d’OprF dans la matrice de
biofilm (Couto et al., 2015; Yoon et al., 2002). Dans des conditions de culture mimant I'environnement
pulmonaire mucovicidosique, il a été montré qu’OprF était fortement produit et nécessaire a la
formation des microcolonies (Sriramulu et al., 2005). Le mutant oprF montrait une production d’EPS
5 fois plus importante que celle de la souche sauvage et la complémentation du mutant restaurait le
niveau bas d’EPS. Ceci est en accord avec la contribution des EPS a la formation de biofilm
(Bouffartigues et al., 2015). Enfin, cette étude a montré que I'augmentation du biofilm chez le mutant
oprF était due a la surproduction de Pel mais pas de Psl (les EPS majeures de la matrice du biofilm chez
la souche PAO1 de P. aeruginosa), ainsi qu’a l'augmentation du niveau de c-di-GMP qui stimule
I’expression de ces EPS. Fait important, la réduction artificielle du c-di-GMP dans le mutant oprF
permet la restauration de la production de polysaccharides et la formation de biofilm a un niveau
correspondant a celui de la souche sauvage. Ces observations montrent qu’OprF est impliqué dans la

formation de biofilm via la modulation du taux de c-di-GMP (Bouffartigues et al., 2015).
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3.2.2.3 Modulation de I’expression du systeme de sécrétion de type Il

Le SST3 est responsable de la translocation de facteurs de virulence dans les cellules eucaryotes. Dans
les conditions d’induction de sécrétion des effecteurs du SST3, ExoS et ExoT ne sont pas secrétés dans
le mutant oprF. Ces résultats montrant que l'activité du T3SS est altérée en absence d'OprF. Une
grande partie de la régulation du SST3 se fait sous le contréle du facteur transcriptionnel ExsA. Afin de
tester si I'effet d’OprF sur le SST3 se fait via ExsA, les souches de P. aeruginosa ont été mises en culture
dans des conditions inductrices de SST3 et d’exsA. La quantité d'ExoS secrétée par le mutant oprfF dans
des conditions inductrices d’exsA est restée inférieure a celle de la souche parentale sauvage,
suggérant que les génes codant pour le SST3 et ses effecteurs soient sous-exprimés dans le mutant

oprF indépendamment du facteur ExsA (Fito-Boncompte et al., 2011).
3.2.2.4 Role dans I’adhérence cellulaire

L'implication d’OprF dans la virulence et les phénotypes associés est au moins en partie liée a
I’'adhérence des bactéries aux cellules. Différents modeles cellulaires ont été utilisés afin d’étudier le
role d’OprF dans I'adhérence aux cellules. Le mutant oprF de P. aeruginosa posséde un potentiel
d’adhérence considérablement réduit par rapport a celui de la souche sauvage P. aeruginosa sur les
cellules gliales de rat et les cellules d’adénocarcinome humain Caco-2 / TC7 (Fito-Boncompte et al.,
2011), ainsi que sur les cellules épithéliales alvéolaires. De plus, la pré-incubation de ces derniéres
avec une protéine OprF purifiée réduit également I'attachement des bactéries (Azghani et al., 2002).
Par ailleurs, il a été observé chez une souche de P. aeruginosa impliquée dans les otites moyennes,
I'activation de la PKC (Protéine kinase C) lors de I'invasion des cellules épithéliales de I'oreille humaine,
cette activation semble étre dépendante de I'expression d’OprF. La PKC étant impliquée dans la
réorganisation du cytosquelette d’actine, son activation permettrait a P. aeruginosa I'invasion des

cellules épithéliales (Mittal et al., 2016b).

Cette capacité d’adhérence d’OprF pourrait faciliter les interactions de Pseudomonas avec
|'épithélium, incluant la colonisation de I'épithélium des voies respiratoires et [l’initiation d'une

infection pulmonaire (Azghani et al., 2002).

3.2.25 Role avec les molécules du quorum sensing

Le QS déclenche la production de plusieurs facteurs de virulence chez P. aeruginosa (Williams and
Camara, 2009). Parmi les plus importants facteurs de virulence dépendants du QS, on trouve |'élastase
LasB, la pyocyanine, la lectine PA-1L et I'exotoxine A. LasB est une métalloprotéinase élastolytique
extracellulaire impliquée dans la dégradation des membranes des cellules hétes. La pyocyanine

contribue a I'atteinte tissulaire et peut induire une physiopathologie pulmonaire chez la souris. La
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lectine PA-1L est impliquée dans les Iésions pulmonaires induites par P. aeruginosa. L'exotoxine A est
une toxine létale qui inhibe la synthése des protéines dans les cellules mammiferes. Une forte
diminution dans la production de ces molécules du QS a été observée chez le mutant oprF de P.
aeruginosa H636 (fond génétique PAO1), ce qui expliquerait en partie la diminution de la toxicité du
mutant oprF dans les modeéles d’infection (Fito-Boncompte et al., 2011). A I'inverse, un mutant oprF
dans une souche de P. aeruginosa (PA14) produit un taux plus élevé de PQS (Pseudomonas Quinolone
Signal), une autre molécule du QS (Wessel et al., 2013), suggérant que le réle d’OprF dans la production

de molécules du QS pourrait étre souche dépendant.

3.2.2.6 Role avec le complément

Le complément est une voie hautement conservée du systeme immunitaire inné. Il constitue un
mécanisme essentiel pour la reconnaissance et la destruction des potentiels pathogénes envahisseurs.
Une part importante du role du complément dans ce processus est la reconnaissance par les
phagocytes des composants du complément, en particulier le C3 (Brown, 2005). La conversion du C3
en C3a et C3b est I'un des premiers événements de la cascade du complément. Le C3b se lie
généralement a une ou plusieurs molécules a la surface du pathogéne et induit la reconnaissance de
ce dernier par les cellules phagocytaires, et OprF a été identifiéee comme l'une des molécules
reconnues par le C3b (Mishra et al., 2015). Le mutant oprF de P. aeruginosa présente une réduction
du dépot de C3 a la surface et une faible internalisation par les neutrophiles aprés opsonisation
comparé au type sauvage. Par ailleurs, il a été montré que le Psl extracellulaire pourrait restreindre
I'accessibilité d’OprF au systeme du complément. Puisque les anticorps anti-OprF se lient plus
abondamment a la surface du mutant ps/ comparé a la souche sauvage (Mishra et al., 2015). De plus,
le dépot des composants du complément C3, C5 et C7, est significativement plus élevé sur les mutants
psl que sur la souche sauvage, suggérant une accessibilité plus importante d’OprF au systéeme du
complément, ce qui favoriserait la phagocytose et I’élimination de la bactérie par les neutrophiles et

les macrophages (Mishra et al., 2012).

3.2.3 Role d’OprF dans la virulence bactérienne et la survie intracellulaire

En dépit des multiples fonctions d’OprF et de son évidente implication dans le processus infectieux,
une seule étude a été menée dans deux modéles d’infection in vivo, I'endive belge (Cichorium intylus)
et le nématode Caenorhabditis elegans (C. elegans). La souche sauvage de P. aeruginosa H103 (fond
génétique PAO1) inoculée dans la nervure moyenne de la plante, cause une nécrose significative au
niveau des feuilles d’endive belge, alors que le mutant oprF ne cause qu’une nécrose limitée, et la

complémentation du mutant restaure sa virulence dans la plante. P. aeruginosa est un pathogéne
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mortel pour le ver C. elegans. Dans ce second modeéle d’infection, I'étude a également montré que le
mutant oprF était atténué, ne provoquant qu’un faible taux de mortalité au sein de I'échantillon. Le
défaut de virulence du mutant ne peut étre attribué a un défaut de croissance ou de viabilité de la
bactérie, vu que le nombre de cellules viables était similaire entre les souches dans le milieu

d’incubation des nématodes (Fito-Boncompte et al., 2011).

Afin de comprendre le réle des macrophages dans la pathogenese des souches de P. aeruginosa
impliquées dans les otites moyennes, I'équipe de Mittal s’est intéressée a I'étude des interactions
entre des souches otopathogéniques de P. aeruginosa et des cultures primaires de macrophages
humains et murins (HMDM et MBMM respectivement). Leurs résultats soutiennent le fait que P.
aeruginosa puisse entrer et se multiplier dans les macrophages. OprF joue un réle important dans ce
processus, puisque le mutant oprF présente un trés faible taux de survie lors de l'infection des
macrophages contrairement aux souches sauvages (figure 17. A). De plus, le traitement de la souche
sauvage de P. aeruginosa par des anticorps monoclonaux anti-OprF, réduit significativement la survie
des bactéries dans les macrophages comparées au contrdle. Par ailleurs la délétion d’oprF réduit
significativement la cytotoxicité de P. aeruginosa dans les macrophages par rapport a la souche
sauvage (figure 17. B). La capacité de P. aeruginosa a survivre dans les macrophages médiée par OprF,

assure une protection a la bactérie contre les défenses immunitaires de I’héte (Mittal et al., 2016a).
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Figure 17. La survie et la cytotoxicité de P. aeruginosa dans les macrophages est dépendante d’OprF. D’apres
(Mittal et al., 2016a).

En conclusion, l'atténuation de la virulence du mutant oprF semble étre liée a un effet direct
(signalisation) et/ou indirect (altération de la membrane) de la protéine, et fait d'OprF une cible
thérapeutique majeure (Fito-Boncompte et al., 2011). De plus, en raison de la nature hautement
immunogene d’OprF, de nombreuses études ont utilisé cette porine a des fins de développement de
vaccins contre P. aeruginosa, et des résultats encourageants ont été obtenus suite a 'administration

de protéines chimériques OprF chez des mammiféres (Hassan et al., 2018; Rello et al., 2017).
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Le systeme immunitaire inné joue un role essentiel dans le contrdle des infections causées par P.
aeruginosa. Lors de ce processus, les phagocytes professionnels comprenant essentiellement la lignée
des monocytes/macrophages et les neutrophiles jouent un réle clé en phagocytant les microbes
envahisseurs et en produisant des agents antimicrobiens. Plusieurs structures microbiennes
conservées, connues collectivement sous le nom de modeéles moléculaires associés aux microbes
(MAMPs), ont été impliquées dans l'activation de la réponse immunitaire innée de I'hote a P.
aeruginosa. Les MAMPs sont détectés par un ensemble de récepteurs codés par les cellules du systéme
immunitaire résidant dans les tissus (mastocytes, macrophages et cellules dendritiques tissulaires),
appelés PRR (Pattern recognition receptor), comprenant des récepteurs de surface cellulaire de type
Toll (TLR), et des récepteurs cytosoliques de type Nod (NLR). MyD88, une molécule adaptatrice pour
presque tous les TLRs, est nécessaire pour le contréle de P. aeruginosa dans les poumons (Lavoie et
al., 2011). Dans ce chapitre, je ne ferai qu’une bréve description sur I'implication des neutrophiles dans
la réponse immunitaire a 'infection a P. aeruginosa. Je décrirai plus particulierement la réponse

immunitaire médiée par les macrophages, sujet d’'intérét de ma théese.

4.1 Role du neutrophile lors de l'infection a P. aeruginosa

Les voies respiratoires des patients CF sont riches en neutrophiles et en protéases dérivées des
neutrophiles. Les neutrophiles sont recrutés sur le site d’infection en répondant aux gradients de
facteurs chimioattractants, quiincluent le contenu des cellules endommagées, des produits bactériens

et des chimiokines produites par I’hote en réponse a des stimuli nuisibles.

Hormis le cas de la neutropénie, une réponse neutrophilique sera impliquée dans chaque infection
pulmonaire a P. aeruginosa, et toute chance de résolution compléte nécessitera probablement cette
réponse. Dans les infections pulmonaires transitoires et chroniques a Pseudomonas, la réponse du
neutrophile est généralement robuste, créant une sécrétion purulente expectorée. Des modeles
murins de pneumonie aigué a Pseudomonas dans lesquels les neutrophiles étaient déplétés, ont
montré une mortalité accrue des individus, soulignant ainsi I'importance des neutrophiles dans la
défense de I'hGte contre P. aeruginosa (Williams et al., 2010). De méme que les macrophages, les
neutrophiles génerent un certain nombre de molécules antimicrobiennes importantes, comprenant
les espéces réactives de I'oxygene (ROS), produites par la NADPH oxydase, des especes réactives de
I'azote, via I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), de I'élastase et des peptides antimicrobiens,
dont 'a-défensine. La lactoferrine et le lysozyme sont deux produits importants du neutrophile. La

lactoferrine est a la fois bactéricide et bactériostatique pour P. aeruginosa et inhibe le développement
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des bactéries sous forme de biofilm. Le lysozyme est un polypeptide cationique important dans la

défense contre P. aeruginosa en perturbant la membrane bactérienne (Williams et al., 2010).

4.2 Role du macrophage lors de l'infection a P. aeruginosa

Les macrophages jouent un role central dans la défense de I'hOGte contre les agents pathogénes,
agissant a la fois comme cellules phagocytaires clés et régulateurs de I'immunité notamment par la
sécrétion de cytokines. Les macrophages alvéolaires résidents sont les premieres cellules immunitaires
susceptibles de rencontrer P. aeruginosa dans les poumons des malades mucoviscidosiques (Lavoie et
al., 2011). Ces cellules peuvent intérioriser et tuer les bactéries pathogénes a travers divers

mécanismes qui seront décrits dans les paragraphes suivants.

4.2.1 Phagocytose et formation du phagolysosome

Les macrophages éliminent les micro-organismes envahisseurs et d'autres particules étrangéres en les
ingérant d'abord dans une vacuole intracellulaire dérivée de la membrane plasmique, appelée
phagosome. L'ingestion, ou phagocytose, est une réaction actine dépendante. Les phagosomes formés
subissent une série d'événements de fission et de fusion qui modifient la composition de leur
membrane limitante et de leur contenu, par un processus qui ressemble a la progression de la voie
d’endocytose organisée en un continuum d'organelles allant des endosomes précoces aux lysosomes.
Ce processus de maturation du phagosome, confére a la vacuole une multitude de produits de
dégradation, qui sont au cceur de sa fonction microbicide (Vieira et al., 2002). Au cours de la
maturation du phagosome, le pH interne s’acidifie autour de 5,5 et la vacuole s’enrichie en enzymes
hydrolytiques, on parle alors de phagosome tardif. Le phagolysosome est finalement formé quand les
phagosomes tardifs fusionnent avec les lysosomes remplis d’hydrolases (nucléases, lipases,
glycosidases, protéases et cathepsines). Le pH interne devient alors trés acide (pH <5.5), ce qui assure
I'activité optimale des enzymes de dégradation et compromet la survie de nombreux
microorganismes. Les lysosomes amenent aussi les protéines membranaires ainsi que I’ATPase de type
V. Cette derniere est une pompe a protons qui concoure a I'acidification du contenu phagolysosomal

(Vieira et al., 2002).

4.2.2 Role bactéricide du macrophage

On distingue deux types de systemes antimicrobiens chez le macrophage : les systémes dépendants
de I'oxygene qui impliquent la production d’espéces réactives de I'oxygene et du nitrogene [1], et les
systemes indépendants de I'oxygene qui peuvent impliquer, la privation d’éléments nutritifs [2],
I"acidification de la vacuole phagolysosomale [3], la production de défensines et d’autres peptides

antimicrobiens [4] et I'action d’enzymes hydrolytiques lysosomales [5] (figure 18).
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Les plus importants systémes antimicrobiens des cellules phagocytaires sont les voies de la NADPH
phagocyte oxydase (phox) et de I'INOS, qui sont responsables de la génération de radicaux
superoxydes (O,7) et d’oxyde nitrique (NO) respectivement. Bien que ces systémes dépendent tous les
deux de la NADPH et de I'oxygéne, et fonctionnent parfois ensemble. Le radical superoxyde O™ est

rapidement converti en ROS essentiel pour la fonction microbicide du phagocyte (Nunes et al., 2013).

Priver le pathogéne d’éléments nutritifs est une autre fonction antimicrobienne importante du
phagocyte, qui comprend une isolation spatiale et des mécanismes moléculaires actifs de privation de
nutriments. Par exemple, le fer et le manganése sont activement exclus du phagosome par I'action
d’un transporteur de métaux Nramp1 (Natural Resistance-Associated Membrane Protein) (Cellier et
al., 2007). Par ailleurs, des études ont montré une carence en d’autres nutriments indispensables a la

multiplication bactérienne (acides aminés, pyrimidines, purines et vitamines) (Appelberg, 2006).

Les macrophages produisent des peptides antimicrobiens, qui sont des petits peptides qui exercent
une activité microbicide en perturbant la membrane ou en créant des pores au niveau de la membrane
du pathogéne (Zavala et al., 2018). lls sont présents dans les granulations des cellules phagocytaires

et sont capables d’éliminer un large spectre de micro-organismes (Wassing et al., 2015).

Le dernier mécanisme utilisé pour éliminer les bactéries fait appel a plus de 50 hydrolases acides
lysosomales différentes. Ainsi, I'action concertée de protéases, lipase, nucléases, glycosidases et
phosphatases permet la compléte désintégration d’un grand nombre de structures complexes telles

gue les micro-organismes mourants et permet une action antimicrobienne directe (Flannagan et al,,

2012).
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Figure 18. Réponses antimicrobiennes médiées par le macrophage. D’apres (These de doctorat, C. Belon. 2015).
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4.2.3 Coopération macrophages-neutrophiles

Suite a I'activation de leurs récepteurs TLR-4 et TLR-5 par le LPS et la flagelline bactérienne, les
macrophages alvéolaires murins sécretent des chimiokines et des cytokines (TNF-a et IL-6), qui
induisent le recrutement des neutrophiles. La réponse des macrophages alvéolaires induit également
la sécrétion d’interleukine IL-1B, qui peut étre détectée par les cellules épithéliales des voies
respiratoires, qui a leur tour sécretent des chimiokines attractants pour les neutrophiles (Lavoie et al.,
2011). Ainsi, les neutrophiles et les monocytes / macrophages coordonnent leurs activités, ce qui
conduit a des vagues de recrutement alternées de ces deux types cellulaires au site de I'infection

(figure 19) (Amulic et al., 2012).
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Figure 19. Coopération  macrophages-
neutrophiles et recrutement au site de
I'infection. Adapté de (Amulic et al., 2012).
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4.3 Réponse altérée des macrophages dans le cas de la mucoviscidose

L’hypothese selon laquelle les macrophages pourraient contribuer a la pathologie de la mucoviscidose
a été proposée pour la premiére fois en 1982 (Wilson and Fudenberg, 1982), leur dysfonctionnement
étant associé a une activation altérée définie par I'hyperactivité métabolique, avec une production
élevée de cytokines pro-inflammatoires, d'élastase et de médiateurs des Iésions tissulaires (Bruscia
and Bonfield, 2016).

Des études ont montré que la fonction de phagocytose était significativement réduite dans les
phagocytes pulmonaires issus de jeunes patients mucoviscidosiques (macrophages et neutrophiles)
(Alexis et al., 2006). Bien que le role des macrophages en réponse a l'infection par des agents
pathogenes dans un contexte CF ne soit pas complétement compris, de nombreuses études ont

montré une altération de la fonction des macrophages lors de I'infection (Tableau 1).
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cellule immunitaire Role fonctionnel Défaut dans les poumons des malades CF

e Défense antibactérienne et e Augmentation de la sécrétion de cytokines

antifongique de I'h6te pro-inflammatoires
e Elimination des cellules ¢ Phagocytose altérée*
apoptotiques (efferocytose) e Elimination intracellulaire des bactéries

altérée*

e Acidification du phagolysosome altérée*

e Métabolisme perturbé des céramides

e Trafic dérégulé du TLR4

edéfaut d’autophagie

eHyper-réactivité des macrophages envers le
LPS

e Hypo-réactivité des monocytes envers le LPS
e Dérégulation de la réponse M1/M2*

e Expression réduite des récepteurs scavenger
e Clivage des récepteurs phosphatidylserine /
défaut d’efferocytose

Tableau 1.Réponse immunitaire médiée par les macrophages dans le cas normale ou pathologique
(mucoviscidose). * Etudes controversées. D’aprés (Hartl et al., 2012).

e Présentation d’antigene
Macrophages e Sécrétion de Cytokines

/chimiokines

e Régulation immunitaire

4.3.1 Macrophage et CFTR

Le role du CFTR dans le contréle de I'infection et en particulier au niveau des macrophages reste peu
clair et controversé. D’une part, la controverse concerne I'expression ou non du gene cftr au niveau
des macrophages. Un certain nombre d’études le soutienne, mais avec un niveau d’expression
beaucoup plus faible que dans les cellules épithéliales (Del Porto et al., 2011; Di et al., 2006; Phennicie

et al., 2010).

L’autre controverse réside dans la contribution de CFTR a la réponse inflammatoire et/ou bactéricide
des macrophages. Récemment, un nombre croissant de données ont indiqué que I'altération du CFTR
dans les macrophages (par mutation ou via I'inhibiteur CFTRi,n-172), pourrait directement affecter
I'activité bactéricide des macrophages vis-a-vis de P. aeruginosa (Del Porto et al., 2011; Deriy et al.,
2009; Di et al., 2006). L'altération de I'activité bactéricide du macrophage pourrait étre liée a un défaut
d’acidification des phagolysosomes, comme I'ont révélé plusieurs études (Deriy et al., 2009; Di et al.,
2006; Zhang et al., 2010), ainsi qu’a un défaut de production de stress oxydatif (Bernut et al., 2019;
Zhang et al., 2010). De fagon intéressante, une étude menée sur des macrophages issus de patients CF
et non CF, a montré un effet significativement moins bactéricide des macrophages CF (Del Porto et al.,
2011). Par ailleurs, une diminution significative des capacités de phagocytose des macrophages CF par

rapport a des macrophages non CF a également été montrée (Simonin-Le Jeune et al., 2013).

Cependant, certaines données de la littérature ne montrent pas de différence entre les modéles de

macrophages CF et non CF, concernant le défaut d’acidification (Haggie and Verkman, 2007), ou la
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production de stress oxydatif (Cifani et al, 2013; Di et al., 2006)(figure 20). Ces différentes

observations pourraient étre expliquées par I'utilisation de différentes méthodes expérimentales.

Functional CFTR CF context

‘ P. geruginosa ‘P. aeruginosa

Figure 20. Role controversé du CFTR dans le macrophage.

Plusieurs modeéles animaux comprenant des souris, des furets et des porcs ont été générés pour
étudier la physiopathologie de la mucoviscidose. Je me suis focalisée au cours de mon étude sur le
modele vertébré embryon de poisson-zebre, qui présente certains avantages intéressants dans mon

étude, qui seront présentés dans le paragraphe ci-apres.

Depuis sa premiere manipulation il y a 40 ans, I'utilisation du modele poisson-zebre a été étendue d'un
outil de dissection génétique du développement précoce des vertébrés (Streisinger et al., 1981), a la
compréhension fonctionnelle de I'organogenése et de processus pathologiques tels que l'infection et
le cancer. En effet, ses nombreux avantages lui ont valu de s’'imposer progressivement comme un
modeéle de choix pour I'étude des maladies infectieuses. Dans cette partie, japporterai un intérét
particulier aux données actuelles concernant ['utilisation du poisson-zébre pour |'étude des
interactions macrophage-bactérie, pour I'étude de la pathogenése de P. aeruginosa et pour I'étude

de I'implication du Cftr au cours de I'infection.
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5.1 Intérét du poisson-zébre comme modele d’infection bactérienne

Le poisson-zebre présente certains avantages par rapport a d'autres modeles vertébrés, deux se
distinguent: la capacité a réaliser une imagerie in vivo et la disponibilité d'outils génétiques puissants
(Renshaw and Trede, 2012). En effet, I'embryogenese du poisson-zébre est rapide, ex utero, et la
transparence des embryons ainsi que leur petite taille permettent une manipulation grandement
facilitée, et un suivi spatiotemporel non invasif de processus pathogéniques in vivo (Clatworthy et al.,
2009). Le poisson-zébre est génétiquement maniable, cet organisme vertébré permet des approches
génétiques, et des techniques variées utilisant des morpholinos (oligonucléotides antisens) pour
controler la régulation génique chez le poisson-zébre. De plus, au moins 70% du génome humain
codant, y compris des génes associés aux pathologies, ont un orthologue direct chez le poisson-zebre

(Torraca and Mostowy, 2018).

Le modele poisson-zébre présente également des inconvénients, du fait des nombreuses différences
anatomiques avec les mammiféres, comme |'absence de poumons, ou encore la nécessité de maintenir
les embryons a une température comprise entre 26 et 29°C, qui peut limiter I'étude de certains
facteurs bactériens dont I'activité dépend de la température de leur h6te mammiféere (37°C) (Bernut

etal., 2015).

Collectivement, les embryons de poisson-zebre sont largement acceptés en tant que modeles in vivo
pour étudier les infections par différentes bactéries pathogenes (Torraca and Mostowy, 2018),
notamment M. marinum (Davis et al., 2002), qui est un pathogéne naturel du poisson-zébre
étroitement apparenté a M. tuberculosis, M. abscessus (Bernut et al., 2014), Pseudomonas (Brannon
et al., 2009; Clatworthy et al., 2009), B. cenocepacia (Vergunst et al., 2010), Salmonella (van der Sar et
al., 2003), S. aureus (Prajsnar et al., 2008), Listeria spp. (Levraud et al., 2009) et Shigella (Duggan and
Mostowy, 2018) (figure 21).
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Figure 21. Utilisation de 'embryon de poisson-zébre comme modeéle d’étude des interactions systeme
immunitaire-bactérie. Adapté de (Thése de doctorat, C. Belon. 2015).

Diverses méthodes d’infection ont été utilisées dans le poisson-zebre. Les infections visant a
reproduire le mode naturel de contamination, en incubant les embryons (avec ou sans abrasion
dermique préalable) dans une solution bactérienne, se révelent généralement peu reproductibles et
peu homogénes avec I'observation d’une grande variabilité de réponse individuelle a I'infection. La
microinjection quant a elle parait étre un moyen d’infection plus reproductible, elle permet de
contrdler la dose de pathogenes délivrée, et permet d’induire des infections systémiques ou locales

selon le site d’injection choisi (Bernut et al., 2015) (figure 22).

Figure 22. Sites d’injection utilisés pour les procédures expérimentales d’infection de 'embryon de poisson-zebre.
Fleches noires : Infection systémique (veine caudale, sac vitellin, conduit de Cuvier).
Fleches rouges : Infection locale (muscle, vésicule otique, ventricule cérébral postérieur, notochorde).
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5.2 Les embryons de poisson-zebre pour I'étude des interactions
macrophage-bactérie
Le poisson-zébre a été largement adopté dans |'étude de I'interaction de divers pathogenes avec les
acteurs du systéme immunitaire. La mise en place de lignées transgéniques impliquant le marquage
fluorescent ou la manipulation de lignées de cellules immunitaires, a permis d’offrir une vision sans
précédent de la dynamique du systéme immunitaire des vertébrés, et de ses interactions avec un
certain nombre d'agents pathogénes humains (Kanther and Rawls, 2010). Le systéme immunitaire est
particulierement bien conservé entre le poisson-zébre et les mammiferes, tant dans la composition
gue dans la fonction cellulaire (Levraud and Boudinot, 2009). Pendant les 30 premiers jours apres la
fécondation (dpf), la défense de I'embryon contre les agents pathogénes repose uniquement sur le
systeme immunitaire inné ce qui en fait un atout supplémentaire, qui offre la possibilité d’étudier la
contribution de ce bras de lI'immunité au cours d’'un processus infectieux. 28 a 30 heures aprées la
fécondation (hpf) les macrophages primitifs sont capables de phagocyter les microorganismes
envahisseurs inoculés, tandis que la différenciation des neutrophiles primitifs est légérement plus
tardive, les neutrophiles fonctionnels apparaissant entre 32 et 48 hpf. En revanche, bien que les
progénitures des cellules T commencent a peupler le thymus 3 dpf, la maturité fonctionnelle des
cellules lymphoides de la réponse immunitaire adaptative n’apparait que 4 semaines aprés

fécondation (Clatworthy et al., 2009).

Gene d’intérét Description Marquage cellulaire Reference

facteur de Lignée myéloide
différenciation (macrophages, (Berman et al., 2005)
myéloide neutrophiles)
Macrophage
mpeg1 Macrophages (Ellett et al., 2011)
expressed gene 1
Immunoresponsive (Sanderson et al.,
irgl Macrophages activés
gene 1 2015)
Macrophages et
Colony stimulating
fms xanthophores (Gray et al., 2011)
factor 1 (CSF1R)
cutanés
Microfibrillar-
mfap4 Macrophages (Walton et al., 2015)
associated protein 4

Tableau 2. Genes ciblés dans les lignées transgéniques pour étudier le role des macrophages dans le poisson-
zebre vivant.
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De nombreuses lignées transgéniques permettent d’induire I'expression d’une protéine d’intérét sous
le contréle d’un promoteur spécifique d’un tissu ou d’un type cellulaire. Ainsi, les lignées exprimant
différents fluorochromes sous le controle de promoteurs spécifiques des macrophages (tableau 2)
combinées a l'utilisation de bactéries fluorescentes, sont particulierement remarquables pour I'étude
des interactions macrophage-pathogéne in vivo. Différents réactifs peuvent étre également utilisés
lors de I'infection, a titre d’exemple, pour le marquage de I'apoptose (acridine orange), la détection de
la production de ROS (CellROXR), ou encore [Iutilisation de certaines sondes réagissant en
environnement acide (LysoTracker et LysoSensor). Ces outils sont particulierement utiles pour
démonter le potentiel phagocytaire et autophagique des cellules immunes (Bernut et al., 2019; Peri
and Nusslein-Volhard, 2008; Tucker and Lardelli, 2007). Enfin, La déplétion sélective de macrophages
est utilisée pour étudier leur contribution et leur role pendant l'infection, en utilisant différentes
stratégies comprenant le knock-down par morpholino, la mutation génétique ou encore le clodronate

encapsulé dans le liposome (Morales and Allende, 2019; van Rooijen and Hendrikx, 2010).

5.3 Le poisson-zébre comme modele d’étude de la pathogenése a
P. aeruginosa

Le poisson-zébre est relativement résistant a Pseudomonas, et de grands inoculas sont nécessaires
pour induire une infection Iétale chez I’'h6te (Brannon et al.,, 2009; Clatworthy et al., 2009) . Comme
chez I'nomme, I'absence des phagocytes chez les embryons peut augmenter leur sensibilité a P.
aeruginosa (Belon et al., 2015; Brannon et al., 2009; Clatworthy et al., 2009). En accord avec ce role
clé des phagocytes dans le controle de I'infection a Pseudomonas, les macrophages et les neutrophiles
peuvent rapidement engloutir et tuer les bactéries introduites par voie systémique (Brannon et al.,

2009; Clatworthy et al., 2009; Phennicie et al., 2010).

Le modéle embryon de poisson-zebre-P. aeruginosa a été utilisé pour étudier différents aspects de
I'infection, comme I'étude de facteurs de virulence bactériens. De nombreuses recherches utilisant ce
modele d’infection, ont permis de mettre en évidence le role clé de facteurs bactériens en lien avec
les cellules de I'immunité innée, a I'exemple de MgtC et du SST3 qui jouent un rdle au niveau des
phagocytes. En effet, les mutants mgtC et SST3 sont moins virulents que la souche sauvage lors de
I'infection des embryons de poisson-zebre. Par contre une fois les cellules phagocytaires déplétées, les
mutants deviennent aussi virulents que la souche sauvage de P. aeruginosa (Belon et al., 2015;
Brannon et al.,, 2009). De plus, ce modele d’infection a permis d’étudier la protéomique et la

transcriptomique de P. aeruginosa chez I'hGte, et a montré l'induction de certains facteurs de
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virulence, tels que le SST3 et les protéines associées au flagelle, suite a l'infection des embryons par

injection (Diaz-Pascual et al., 2017; Kumar et al., 2018).

Bien que I'embryon de poisson-zébre soit un modele d’infection aigué, l'injection locale de P.
ageruginosa au niveau du ventricule cérébral postérieure de I'embryon, a mis en évidence le
développement de microcolonies, précurseurs de biofilm (Cafora et al., 2019; Rocker et al., 2015).
L'infection avec une souche déficiente pour la production de Psl, entraine la formation de
microcolonies plus petites. Ces données suggérent que ce modeéle peut étre adapté pour étudier la

formation de biofilm in situ (Rocker et al., 2015).

L’'embryon de poisson-zebre a également été utilisé dans le cadre de co-infection par deux pathogénes,
et a permis de montrer in vivo I'effet de virulence synergique résultant des interactions entre P.
aeruginosa et le champignon Candida albicans. En effet, la co-infection des embryons de poissons-
zébre par les deux microorganismes favorise I'invasion épithéliale de I’h6te par C. albicans et accroit

la mortalité des embryons (Bergeron et al., 2017).

Enfin, un modéle gnotobiotique poisson-zebre-P. aeruginosa a également été mis au point afin
d’identifier les facteurs bactériens impliqués dans la colonisation de I'intestin de I’'embryon de poisson-
zeébre. L'étude a montré entre autre que les souches de P. aeruginosa portant des mutations au niveau
des génes nécessaires a l'assemblage ou a la rotation du flagelle, provoquaient une réponse

immunitaire innée atténuée chez I'embryon (Rawls et al., 2007).

Les différents mutants chez P. aeruginosa étudiés dans ce modéle sont indiqués dans le tableau ci-

apres.
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Geénes
bactérien
mutés
- exsA

- retS
- pilA
fliC et
motABC

exsA
et pscD

mvfR

lasR

-retS, gacS
-phoR
-copS
-bgsS
-phz1/2

kinB

psl

mgtC

sadC et
warA

Facteurs
bactériens
régulés
- SST3

- SST3 et EPS
- Pili de type IV

Flagelle et
motilité

SST3

Qs

Qs

- Virulence

- Rhamnolipide
- Cuivre sensing
- Biofilm

- Phenazine
Alginate
(biofilm)

QS, et motilité

EPS

Virulence

LPS /c-di-GMP

Site d’injection

Pas d’injection

Pas d’injection

Veine caudale/

Observation chez
I’hote

- Pas d’effet sur la colonisation
de l'intestin et I'expression
des biomarqueurs de la
réponse immunitaire innée

Atténuation des réponses
immunitaires innées

- Virulence du ASST3 atténuée,

Références

(Rawls et al.,
2007)

(Brannon et

conduit de , , al., 2009;
. dépendante de la présence
Cuvier des phagocytes Clatworthy et
phagocy al., 2009)
conduit de -Virulence atténuée chez les (Clatworthy et
Cuvier embryons al., 2009)
- Virulence atténuée chez les
R , (Clatworthy et
. embryons a un stade avancé
conduit de . L . al., 2009;
. - Clairance bactérienne ..
Cuvier L. Phennicie et
réduite chez les morphants
al., 2010)
cftr
- Augmentation de la virulence
. . (Bergeron et
Vessie de C. albicans en cas de co-
. . . al., 2017)
infection avec P. aeruginosa
conduit de Virulence atténuée chez les
Cuvier embryons
¥ (Chand et al.,
2011)
. Virulence et survie
conduit de .. .
. bactérienne atténuées chez
Cuvier

Ventricule du
cerveau
postérieur

Veine caudale

Ventricule du
cerveau
postérieur

les embryons

-Virulence atténuée chez les
embryons

- Formation de microcolonies
plus petites qu’avec la souche
sauvage

Virulence atténuée,
dépendante de la présence
des macrophages

- Virulence atténuée chez les
embryons

- Recrutement important des
neutrophiles et expression
élevée du TNFa

Tableau 3. Facteurs bactériens de P. aeruginosa étudiés dans le modele poisson-zebre.
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De fait, le poisson-zeébre a contribué a élucider les mécanismes de pathogeneése sous-jacents a
I'infection opportuniste a Pseudomonas et constitue une plate-forme permettant de révéler les
effecteurs bactériens nécessaires pour échapper a'immunité innée. Il peut également étre utilisé pour
suggérer de nouvelles thérapies visant a renforcer la fonction immunitaire innée, afin de controler les

infections bactériennes opportunistes chez 'homme.

5.4 Le Cftr chez le poisson-zebre

Les structures récemment résolues du CFTR humain (hCFTR) et du poisson-zébre (zCftr) ont offert
une occasion sans précédent de comprendre le fonctionnement du CFTR au niveau moléculaire.
Malgré des millions d'années de distance phylogénétique entre 'homme et le poisson, les structures
du zCftr et du hCFTR présentent des similitudes remarquables (figure 23). Les deux protéines
partagent 55% d’identité de séquences, et 42 des 46 sites de mutation faux-sens causant la
mucoviscidose chez I’lhomme sont retrouvés dans le zCftr (Zhang and Chen, 2016). Le Cftr du poisson-
zeébre joue un réle essentiel dans la régulation de I'homéostasie des fluides (Bagnat et al., 2010). Par
ailleurs, I'altération du Cftr chez I'embryon de poisson-zebre présente quelques similitudes avec la
mucoviscidose. En effet, la perte de fonction du zCftr entraine une destruction du pancréas exocrine,
une pathologie similaire a I'insuffisante pancréatique chez les patients atteints de mucoviscidose
(Navis and Bagnat, 2015), ainsi qu’un défaut de migration des cellules germinales primordiales chez
les embryons induisant une forte baisse de fertilité chez les males a I'age adulte (Liao et al., 2018). De
plus, le mutant cftr du poisson-zebre présente des lésions hématopoiétiques primitives et définitives
avec une signalisation Wnt altérée qui pourraient expliquer ['anémie chez les patients

mucoviscidosiques (Sun et al., 2018).

I human
zebrafish

Figure 23. Superposition de la structure du CFTR humain avec celui du
poisson-zebre montrant la grande similitude des deux protéines. D’aprés
(Liu et al., 2017).
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Le géne cftr est exprimé dans de nombreux organes du poisson-zébre, incluant le foie, les reins, la rate
et I'intestin. Fait intéressant, les transcrits cftr sont également détectés dans les cellules de la lignée

myéloides qui comprend les macrophages et les neutrophiles (Phennicie et al., 2010).

Chez le poisson-zébre, la sécrétion des fluides régulée par le Cftr favorise la formation d'une seule
lumiere intestinale. La latéralisation est contr6lée par une structure transitoire remplie de liquide
appelée vésicule de Kupffer (KV). La mutation du cftr (par la nucléase TAL ou le CRISPR CAS9) chez le
poisson-zébre entrave I'expansion de la lumiéere au niveau de la KV entrainant un défaut d’asymétrie
droite-gauche. L'absence de la KV est un critéere morphologique permettant de distinguer les mutants

cftr (Cafora et al., 2019; Navis et al., 2013) (figure 24).

Figure 24. La latéralisation des organes est perturbée chez les
embryons mutants cftr’1%°, Le panel du haut montre la
visualisation au microscope de la KV au stade 10 somites (10 ss). Le
panel du bas montre une vue ventrale d’une larve sauvage et d’un
mutant cftr*?194° (délétion au niveau du cftr), agées de 4 dpf
exprimant le dsRed au niveau du foie (fleche). D’aprés (Navis et al.,
2013).

et

Gauche.

5.5 Utilisation du poisson-zébre comme modele d’infection pour la
mucoviscidose
Le poisson-zébre représente un modele intéressant pour la mucoviscidose. D’'une part comme déja
indiqué, le canal Cftr du poisson-zébre a une structure similaire a celle du CFTR humain et d’autre
part, les embryons déficients en Cftr présentent un phénotype qui rappelle celui de la mucoviscidose.
Bien que les poissons n'aient pas de poumon, ils expriment des mucines qui sont trés homologues
des mucines humaines en termes d'organisation génomique et de domaine protéique (Jevtov et al.,
2014). Phennicie et ses collaborateurs sont les premiers a avoir utilisé les embryons de poisson-zébre
avec une expression réduite du gene cftr (morphants cftr) comme modele CF d’infection a P.
aeruginosa. Dans cette étude, les morphants cftr ont présenté un métabolisme oxydatif (production
de ROS) réduit et une migration diminuée des neutrophiles vers le site d’injection (Ventricule
cérébral postérieur), supportant ainsi un lien entre la protéine Cftr et la réponse immunitaire innée.
Ceci a été conforté par une étude récente qui a montré une activation réduite du Tnf-a et de I'll-

chez les embryons CF comparé aux embryons sauvages (Cafora et al., 2019; Phennicie et al., 2010).

60



De plus, ces recherches ont montré que les morphants cftr infectés par P. aeruginosa présentaient des
charges infectieuses plus importantes que les embryons sauvages, et ont permis de montrer

I'implication spécifique de certains facteurs bactériens (comme le régulateur du QS, LasR) dans la

susceptibilité augmentée des embryons Knock-down Cftr a P. aeruginosa. Fait intéressant, des

microcolonies de plus grande taille semblent se former chez le modéle CF comparé aux embryons

sauvages, suggérant une tendance de P. aeruginosa a former un biofilm plus important en absence de

Cftr (figure 25) (Cafora et al., 2019; Phennicie et al., 2010).

Figure 25. Formation de microcolonies PAO1 dans le ventricule cérébral
postérieur d’embryons de poisson-zebre WT et CF. La quantité de
microcolonies a 18 hpi était supérieure a celle des WT ayant regu la
méme quantité de PAO1 (100 cfu). La barre d'échelle indique 100 um.

(Hindbrain Ventricule) ventricule cérébral postérieur.

D’apres
(Cafora et al., 2019).

WT+PAO1

CF+PAO1

Les mutants cftr d’embryons de poisson-zébre (mutants et morphants Cftr) ont également été utilisés
pour I'étude de M. abscessus, qui est impliqué dans les infections des malades mucoviscidosiques. Il a
été montré que la perte du Cftr augmentait la susceptibilité des embryons a l'infection bactérienne
en raison d'un recrutement des neutrophiles réduit au site de I'infection et d'une restriction limitée
de la croissance bactérienne intracellulaire par les macrophages de I'embryon. Cette étude a montré
in vivo que la perte de fonction du Cftr dans les macrophages induisait une diminution de la

production des ROS liée a un défaut de I'activité de la NOX2/NADPH oxydase (figure 26) (Bernut et
al., 2019).
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Enfin, le modele poisson-zebre CF ouvre des perspectives thérapeutiques, puisqu’il a permis pour la
premiere fois de tester sur un modele animal des traitements d’infection a P. aeruginosa basés sur
|"utilisation d’un cocktail de phages seuls ou en combinaison avec des antibiotiques. Des résultats
positifs sur la survie des embryons infectés ont été obtenus (Cafora et al., 2019), soulignant l'intérét
pour la découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique. Il est possible de visualiser et
quantifier les éventuels effets toxiques survenant a la suite du traitement, ainsi que I'efficacité
microbicide ou microbiostatique des composés sur des embryons infectés. Grace a ce modeéle et a la
mise en place de plates-formes automatisées pour le criblage a haut débit, il est dorénavant possible
d’identifier de nouvelles molécules antimicrobiennes, premiere étape vers de futurs traitements

(Bernut et al., 2015).
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Il. Objectifs



P. aeruginosa occupe une position centrale dans la problématique actuelle des infections
nosocomiales, et est la principale cause de mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose. En
raison de l'antibiorésistance de ce pathogene, des stratégies de lutte alternatives doivent étre
développées contre P. aeruginosa. Des études récentes soulignent I'importance d’une phase
intramacrophagique chez ce pathogéne extracellulaire. De ce fait, au laboratoire, on s’intéresse aux
facteurs de virulence, OprF et MgtC, impliqués dans I’étape intramacrophagique de P. aeruginosa. Pour
mieux comprendre le réle de cette étape durant l'infection, que ce soit dans le contexte de la

Mucoviscidose ou non, et développer des stratégies antivirulence.

Mon projet de thése est financé par VLM (Vaincre la Mucoviscidose), dans le cadre d’un projet dont
I'intitulé est “Role d’une étape intramacrophagique dans I'établissement et la dissémination de
I'infection a Pseudomonas aeruginosa: analyse dans un contexte CF ou non-CF et inhibition de cette
étape en ciblant un facteur de virulence bactérien spécifiquement impliqué”. Mon objectif était de
développer une stratégie antivirulence, et d’utiliser le modele d’infection embryon de poisson-zébre
pour tester de nouvelles stratégies thérapeutiques, évaluer le réle du macrophage dans l'infection a
P. aeruginosa, et étudier I'implication du canal Cftr au niveau des macrophages dans I’élimination de

P. aeruginosa.

MgtC présente I'avantage d’avoir un inhibiteur naturel connu, le peptide MgtR identifié chez S.
Typhimurium. Le peptide MgtR peut interagir avec MgtC de P. aeruginosa, et son expression ectopique
chez cette bactérie, induit un effet antivirulence contre P. aeruginosa, validant ainsi la pertinence de
la cible MgtC. Cependant, I'efficacité de MgtR n’a été montrée que de fagon endogene. Mon objectif,
afin de développer une nouvelle stratégie thérapeutique, est de tester un peptide ajouté de fagcon

exogeéne, visant a limiter la capacité de P. aeruginosa a survivre dans le macrophage.

Dans cette optique, la molécule MgtR a été synthétisée et un des principaux objectifs de ma these a
été de tester I'effet du peptide synthétique sur la virulence de P. aeruginosa. Cette étude a été menée
dans un modele d’infection cellulaire de macrophages, lors de la formation de biofilm, et in vivo dans

le modeéle d’infection embryon de poisson-zebre.

En paralléle a cette étude portant sur I'efficacité de MgtR contre P. aeruginosa, j’ai participé a la mise
en ceuvre d’'une approche plus fondamentale visant a déterminer la structure de MgtC, puisqu’a ce
jour aucune information structurale n’est disponible concernant le domaine membranaire de MgtC,

cible de I'action du peptide antagoniste MgtR. Des données structurales de la protéine MgtC seule et
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du complexe MgtC-MgtR permettraient de mieux comprendre la mécanistique de l'approche

thérapeutique, et pourraient contribuer a I'optimiser.

Comme décrit précédemment, les mutants mgtC et oprF de P. aeruginosa sont déficients pour la survie
intramacrophagique comparés a la souche sauvage (Belon et al., 2015; Mittal et al.,, 2016a). Afin
d’élucider le mécanisme de résistance de P. aeruginosa a |'action bactéricide du macrophage, j'ai
utilisé ces mutants dans des modeéles in cellulo et in vivo, pour: (I) Tester le réle des EPS dans la survie
intramacrophagique du mutant mgtC de P. aeruginosa. (1) Evaluer I'implication de I'acidification du
phagosome, un des principaux mécanismes de défense du macrophage, dans le devenir intracellulaire
de P. aeruginosa (en particulier du mutant oprF). (Ill) Evaluer le role du macrophage in vivo, dans le
contrdle de l'infection a P. aeruginosa, en utilisant le mutant oprF (phénotype plus marqué que le
mutant mgtC). (IV) Enfin, évaluer in vivo, dans le modéle d’embryon de poisson-zébre, le réle du Cftr
dans la clairance de P. aeruginosa et I'action bactéricide du macrophage. Ce réle au niveau du
macrophage (contribution a I'activité bactéricide, acidification) étant controversé, j’ai étudié pour la

premiére fois 'embryon de poisson-zébre cftr-/- dans le cas de I'infection a P. aeruginosa.
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lll. Résultats
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1.1 Activité du peptide synthétique ciblant MgtC sur la survie
intramacrophagique de P. aeruginosa et la formation de biofilm

1.1.1 Résumé de l'article 1:

Parmi les especes bactériennes hautement résistantes aux traitements antibiotiques, Pseudomonas
aeruginosa pose un probléme de santé majeur. Les stratégies antivirulence sont des moyens de luttes
antimicrobiennes alternatifs qui visent a cibler des facteurs de pathogénicité tout en contournant la

pression de sélection sur la bactérie.

La protéine membranaire MgtC a été proposée comme une cible intéressante, impliquée dans la
capacité de P. aeruginosa a survivre dans les macrophages. En milieu de culture liquide, MgtC agit
négativement sur la formation de biofilm. Cependant, le lien entre ces deux fonctions de MgtC (survie

dans le macrophage et formation de biofilm) chez P. aeruginosa n'a pas été étudié expérimentalement.

Dans cette étude, nous avons examiné la contribution de différents composants d’exopolysaccharides
(alginate, Psl, Pel), dans le défaut de survie intramacrophagique et I'augmentation de la formation de
biofilm chez le mutant mgtC de P. aeruginosa. Nous avons montré qu’au cours de l'infection des
macrophages, I'expression des génes ps/ et alg est augmentée chez le mutant mgtC de P. aeruginosa
par rapport a la souche sauvage. Ceci aurait pu expliquer le défaut de survie dans le macrophage du
mutant mgtC. Cependant, l'introduction de la mutation ps/ ou alg n’a pas permis de restaurer la survie
intramacrophagique du mutant mgtC, suggérant que le réle intramacrophagique de MgtC n’est pas lié
a la production des exopolysaccharides (EPS). Par contre, la formation élevée de biofilm du mutant
mgtC a été partiellement atténuée par la mutation ps/, indiquant une implication de Psl dans ce

phénotype.

Ayant pour objectif de développer une stratégie antivirulence ciblant MgtC, basée sur |'utilisation du
peptide antagoniste naturel MgtR, j’ai étudié pour la premiere fois I'effet biologique du peptide
synthétique MgtR sur P. ageruginosa. Le traitement de la souche sauvage PAO1 de maniére exogéne
par le peptide synthétique MgtR avant infection, a permis de réduire la survie intramacrophagique de
la bactérie, mimant ainsi le phénotype du mutant mgtC, ainsi que I'effet du peptide MgtR produit de
maniére endogene. En corrélation avec ce résultat, I'ajout du peptide MgtR a la culture bactérienne
réduit fortement le taux de protéines MgtC, sans avoir d’effet sur la croissance bactérienne ni la

viabilité, ce qui rend le peptide MgtR différent des peptides antimicrobiens classiques. Par ailleurs,
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I'ajout exogene de peptide MgtR n’a pas eu d’effet significatif sur la formation de biofilm, indiquant
que l'action du peptide sur la protéine MgtC est indépendante du role de cette derniére sur la
production d’EPS. Pris ensemble, nos résultats montrent une action antivirulence du peptide
synthétique MgtR, et fournissent une preuve de concept pour une exploitation ultérieure de MgtR

dans des stratégies de lutte anti-Pseudomonas.

Dans cette étude, les expériences d’expression génique intracellulaire ont été conduites par P. Garai,

les expériences de biofilm ont été réalisées par P. Nogaret, et E. vives a réalisé la synthése peptidique.
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1.1.2 Article 1 - Activity of a Synthetic Peptide Targeting MgtC on
Pseudomonas aeruginosa Intramacrophage Survival and Biofilm
Formation
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Activity of a Synthetic Peptide
Targeting MgtC on Pseudomonas
aeruginosa Intramacrophage Survival
and Biofilm Formation

Malika Moussouni 2, Pauline Nogaret !, Preeti Garai"?, Bérengére Ize?, Eric Vivés* and
Anne-Béatrice Blanc-Potard "%
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Microbiologie de la Méditerranée, CNRS & Aix-Marseille University of Marseille, Marseille, France, * Centre de Recherche en
Biologie cellulaire de Montpellier, CNRS UMR 5237, Montpellier, France

Antivirulence strategies aim to target pathogenicity factors while bypassing the pressure
on the bacterium to develop resistance. The MgtC membrane protein has been proposed
as an attractive target that is involved in the ability of several major bacterial pathogens,
including Pseudomonas aeruginosa, to survive inside macrophages. In liquid culture,
P, aeruginosa MgtC acts negatively on biofilm formation. However, a putative link between
these two functions of MgtC in P aeruginosa has not been experimentally addressed. In
the present study, we first investigated the contribution of exopolysaccharides (EPS) in
the intramacrophage survival defect and biofim increase of mgtC mutant. Within infected
macrophages, expression of EPS genes ps/ and alg was increased in a P aeruginosa
mgtC mutant strain comparatively to wild-type strain. However, the intramacrophage
survival defect of mgtC mutant was not rescued upon introduction of ps/ or alg mutation,
suggesting that MgtC intramacrophage role is unrelated to EPS production, whereas the
increased biofilm formation of mgtC mutant was partially suppressed by introduction
of ps/ mutation. We aimed to develop an antivirulence strategy targeting MgtC, by
taking advantage of a natural antagonistic peptide, MgtR. Heterologous expression
of mgtR in P aeruginosa PAO1 was shown to reduce its ability to survive within
macrophages. We investigated for the first time the biological effect of a synthetic
MgtR peptide on P aeruginosa. Exogenously added synthetic MgtR peptide lowered the
intramacrophage survival of wild-type P, aeruginosa PAO1, thus mimicking the phenotype
of an mgtC mutant as well as the effect of endogenously produced MgtR peptide.
In correlation with this finding, addition of MgtR peptide to bacterial culture strongly
reduced MgtC protein level, without reducing bacterial growth or viability, thus differing
from classical antimicrobial peptides. On the other hand, the addition of exogenous
MgtR peptide did not affect significantly biofilm formation, indicating an action toward
EPS-independent phenotype rather than EPS-related phenotype. Cumulatively, our
results show an antivirulence action of synthetic MgtR peptide, which may be more
potent against acute infection, and provide a proof of concept for further exploitation
of anti-Pseudomonas strategies.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antivirulence strategy, MgtC, peptide, macrophage, EPS
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INTRODUCTION

The increasing understanding of bacterial pathogenesis has
revealed potential strategies to develop novel drugs against
infectious bacteria (Heras et al., 2015; Hauser et al., 2016;
Miihlen and Dersch, 2016; Dickey et al., 2017). Interference
with bacterial virulence is a promising alternative approach or
a complementary adjunct to traditional antimicrobial therapy.
This approach does not mediate direct bacterial killing, at
least in vitro, therefore it is thought to apply less selective
pressure for resistance and better preserve microbiota. The
MgtC membrane protein has been proposed as a suitable
target for antivirulence strategies because it is a virulence
factor conserved in several bacterial pathogens (Alix and Blanc-
Potard, 2007; Belon and Blanc-Potard, 2016). MgtC, which
was first described in Salmonella enterica serovar Typhimurium
(S. Typhimurium), is a critical factor for the intramacrophage
survival of various unrelated intracellular pathogens (Salmonella
spp., Mycobacterium tuberculosis, Brucella suis and Burkholderia
cenocepacia), as well as so-called extracellular pathogens that
can transiently reside within cells (Yersinia pestis, Pseudomonas
aeruginosa) (Blanc-Potard and Groisman, 1997; Buchmeier et al.,
2000; Lavigne et al., 2005; Grabenstein et al., 2006; Maloney and
Valvano, 2006; Belon et al., 2015).

The environmental bacterium and opportunistic human
pathogen P. aeruginosa is responsible for a variety of acute
infections and is a major cause of mortality in chronically infected
cystic fibrosis (CF) patients. Due to the increasing number of
antibiotic resistant clinical isolates, P. aeruginosa has been listed
in the WHO top priority list for drug development (Tacconelli
et al., 2018). The chronic infection of P. aeruginosa and its
resistance to treatment is largely due to its ability to form
biofilms, which relies on the production of exopolysaccharides
(EPS), as reviewed by Klockgether and Ttiimmler (2017). Recent
studies have highlighted the role of intracellular stages during
P. aeruginosa infection, which may contribute to bacterial
dissemination and in vivo resistance to antibiotics (Brannon et al.,
2009; Buyck et al,, 2013). In P. aeruginosa, mgtC expression
is induced inside macrophages, which is consistent with its
contribution to bacterial intramacrophage survival, and the mgtC
mutant (in the PAO1 background) is attenuated in an acute
model of infection in zebrafish embryos (Belon et al., 2015;
Bernut et al,, 2015). MgtC was also found to limit biofilm
formation and EPS production in magnesium deprived medium,
a condition known to activate mgtC transcription (Belon et al.,
2015). Interestingly, MgtC has been shown to repress cellulose
production in S. Typhimurium, which in turn promotes bacterial
replication within macrophages (Pontes et al., 2015). Cellulose
is not produced by P. aeruginosa, but these results suggested a
potential link between the production of P. aeruginosa EPS and
intramacrophage behavior (Belon et al., 2015; Bernut et al., 2015).
Three polysaccharides, namely Psl, Pel and alginate, compose
P. aeruginosa EPS (Wei and Ma, 2013), and contribute to the
formation of biofilms (Ghafoor et al., 2011). Psl has a major
contribution in biofilm formation, being required for adhesion
of bacteria, which is critical for biofilm initiation, as well as
maintenance of the biofilm structure. Pel is responsible for

pellicle formation on air-liquid interface and formation of solid
surface-associated biofilms. Pel could function together with
other EPS throughout biofilm development in P. aeruginosa
PAOI, although in a less important way as compared to Psl (Yang
et al,, 2011). Alginate is the exopolysaccharide that is mainly
produced by P. aeruginosa clinical isolates from the lungs of
CF patients, where it plays important roles in structural stability
and protection of biofilms. However, it is not absolutely required
during the formation of non-mucoid biofilms in vitro, as shown
for PAO1 strain (Wozniak et al., 2003)

Of interest in the context of an antivirulence approach,
a natural peptide antagonistic to MgtC has been described.
This peptide, called MgtR, is a very small membrane protein
of 30 amino-acids (thus referred as peptide) identified in S.
Typhimurium, where it promotes the degradation of the MgtC
virulence factor by FtsH protease (Alix and Blanc-Potard, 2008;
Lee and Groisman, 2010). MgtR is part of a novel class of
regulatory molecules that can interact with membrane proteins
and can subsequently act on the stability of these membrane
proteins (Alix and Blanc-Potard, 2009; Lippa and Goulian,
2009; Wang et al, 2017). Overexpression of mgtR reduced
intramacrophage survival of a wild-type Salmonella strain, thus
indicating that MgtR can lower Salmonella virulence (Alix
and Blanc-Potard, 2008). MgtR has been shown to directly
interact with the Salmonella MgtC membrane protein (Alix and
Blanc-Potard, 2008). Moreover, the Salmonella MgtR membrane
peptide can also interact with MgtC protein from M. tuberculosis
and P. aeruginosa (Belon et al., 2015, 2016). M. tuberculosis and
all P. aeruginosa strains naturally lack mgtR gene, but ectopic
expression of Salmonella mgtR in mycobacteria and P. aeruginosa
mimicked the phenotypes reported for mgtC deletion mutants
(Belon et al., 2015, 2016). Thus, these findings show an
antivirulence action of MgtR upon endogenous production in
several bacterial pathogens.

In the present study, we addressed the contribution of
EPS to the phenotypes of P. aeruginosa mgtC mutant and
investigated further an antivirulence strategy targeting MgtC
on P. aeruginosa. We first investigated the contribution of
individual EPS components (alginate, Psl and Pel) to the
intramacrophage survival defect of P. aeruginosa mgtC mutant
as well as biofilm formation. Then, studies with synthetic peptide
added exogenously were carried out for the first time to further
evaluate the efficiency of an antivirulence strategy based on MgtR.
We investigated the biological effect of a synthetic MgtR peptide
toward P. aeruginosa ability to survive inside macrophages and
form biofilm.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Growth Conditions

Bacterial strains and plasmids are described in Table 1.
P. aeruginosa strains are in the PAO1 background. P. aeruginosa
was grown at 37°C in Luria broth (LB). Growth in magnesium-
deprived medium was done in No-carbon essential (NCE)-
minimal medium (28 mM KH,PQ,, 28 mM K,HPO4-3H,0,
16 mM NaNH,4HPO4-4H,0O) supplemented with 0.1% casamino
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TABLE 1 | Bacterial strains and plasmids used in the study.

Name Description References

PAO1 Wild-type Laboratory collection
PAO1 AmgtC Belon et al., 2015
PAO1 Aalg8 alg8 deletion mutant Periasamy et al., 2015
PAO1 AmgtC Apsl AmgtC ApsID This study

PAO1 AmgtC Aalg AmgtC Aalg8 This study

pRK2013 Trat, Mob™, ColE1, KmR Laboratory collection
pMF230 GFPmut2 Nivens et al., 2001
pKNG101 Suicide vector SmR; sacB* Kaniga et al., 1991
pKNGps/D ApsID deletion in pKNG101 This study

pSBC44 AmgtC deletion in pKNG101 Belon et al., 2015

acids, 38 mM glycerol and 10 uM MgSOy as described earlier
(Rang et al., 2007). Plasmid pMF230 (constitutive GFP
expression, obtained from Addgene) was introduced in
P. aeruginosa by conjugation, using an E. coli strain containing
pRK2013. Recombinant bacteria were selected on Pseudomonas
isolation agar (PIA) containing carbenicillin at the concentration
of 300 wg/ml. Construction of mgtC psl and mgtC alg double
mutant strains was done as described earlier (Belon et al., 2015)
by allelic exchange of the psID gene in mgtC mutant using a
PKNGpsID suicide plasmid or allelic exchange of the mgtC gene
in the alg8 mutant (harboring a deletion of alg operon) using the
pSBC44 suicide plasmid, respectively (Table 1).

Peptide Synthesis

MgtR  peptide (MNRSPDKIIALIFLLISLLVLCLALWQIVEF)
was synthesized by a solid-phase method using the Fmoc
methodology on an automated microwave peptide synthesizer
(Liberty-1, CEM, Orsay, France) as previously described (Belon
et al., 2016). H-Rink amide ChemMatrix resin (100 micromoles,
substitution 0.37 mmol/g, Longjumeau, France) was used. The
peptide was synthesized following a double-coupling step for
each amino acid (400 micromoles) activated with TBTU (500
micromoles). Additionally an acetylation step was applied at the
end of each amino-acid incorporation to prevent the formation
of incomplete peptides. At the end of the assembly, the
N-terminal Fmoc was kept on the peptide and the peptide/resin
was stored at 4°C under inert atmosphere. When required,
peptide/resin was treated to remove the Fmoc group, rinsed and
dried under vacuum before the final deprotection procedure. The
peptide/resin was then treated with 10 ml/g of cleavage cocktail
(trifluoroacetic  acid/triisopropylsilane/H,O/1,2-ethanedithiol
(94/1/2.5/2.5%: vol/vol) at room temperature for 90 min. The
peptide was then precipitated with cold ether and centrifuged
before resuspension in acetonitrile/water (30/70: vol/vol),
freezing and freeze-drying. The final product was resuspended in
isopropanol/water (50%/50%: vol/vol) without any purification
and analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry. The expected
mass is 3,456.39 and the measured one was 3,456.78 ([MH]™).
Circular dichroism spectra were recorded on a Jasco 810 (Japan)
dichrograph in quartz suprasil cells (Hellma) with an optical
path of 1 mm using 40 wM peptide in 30% isopropanol with and

without SDS 4%. For experimentations, peptide was resuspended
at a concentration of 3.2 mM in DMSO/water (50%/50%: vol/vol)
and sonicated for 15 min before use. Using the same procedure,
we also synthesized a scrambled peptide based on the amino-
acid sequence of MgtR (permutation of the original peptide,
ILFVADSLQMIPLCLRIWVALKINILFSVL).The measured mass
correlated with the expected one.

Infection of Macrophages and

Quantification of Intracellular Bacteria

J774 cells (J774A.1) were maintained at 37°C in 5% CO,
in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) (Gibco)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco). The
infection of J774 macrophages by P. aeruginosa was carried out
essentially as described previously (Belon et al, 2015). Mid-
log phase P. aeruginosa grown in LB broth was centrifuged
and resuspended in PBS to infect J774 macrophages (5x10°
cells/well) at an MOI of 10. After 5min centrifugation of the
24-well culture plate for synchronization of infection, bacterial
phagocytosis was allowed to proceed for 25min. Cells were
washed three times with sterile PBS and fresh DMEM media
supplemented with 400 jvg/ml gentamicin was added, which was
retained throughout the infection. Macrophages were lysed after
20 min (T0) or 2h (T1) of gentamicin treatment, by using 0.1%
Triton X-100 and the number of viable bacteria was determined
by subsequent plating onto LB agar plates. The percentage of
survival was obtained by multiplying with 100 the ratio of the
bacterial colony forming units (CFU) at T1 to that of TO.

RNA Extraction and Quantitative

RT-PCR (qRT-PCR)

For bacterial RNA extraction from infected J774, 6.5 x 10°
macrophages were seeded into a 100 cm? tissue culture dish and
infected at an MOI of 10 as described above. One hour after
phagocytosis, cells were washed three times with PBS, lysed with
0.1% Triton X100 and pelleted by centrifugation at 13,000 rpm
for 10 min at 15°C. Bacteria were resuspended in 500 pl PBS
and the non-resuspended cellular debris were discarded. 900 1
of RNA protect reagent (Qiagen) was added and incubated for
5min. The sample was centrifuged at 13,000 rpm for 10 min.
Bacteria in the pellet were lysed with lysozyme and RNA was
prepared with RNEasy kit (Qiagen). Superscript III reverse
transcriptase (Invitrogen) was used for reverse transcription.
Controls without reverse transcriptase were done on each RNA
sample to rule out possible DNA contamination. Quantitative
real-time PCR (Q-RT-PCR) was performed using a Light Cycler
480 SYBR Green I Master mix in a 480 Light Cycler instrument
(Roche). PCR conditions were as follows: 3 min denaturation
at 98°C, 45 cycles of 98°C for 5s, 60°C for 10s, and 72°C
for 10s. The sequences of primers used for RT-PCR are listed
in Supplemental Table 1.

LDH Assay

The cytotoxicity of synthetic peptide was assessed by release of
lactate dehydrogenase (LDH) using the Pierce LDH cytotoxicity
assay kit (Thermo Scientific). Macrophages were seeded in a 96
well plate and treated with peptide (120 uM) for 18 h. The assay
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was performed on 50 pl of the culture supernatant according
to manufacturer’s instructions. The percentage of LDH release
was first normalized to that of the untreated control and then
calculated relatively to that of untreated cells lysed with Triton
X-100, which was set at 100% LDH release.

Biofilm Formation

Biofilm formation in LB medium was carried out in 96-well
plate. Overnight culture of PAO1, grown in LB, was diluted 1:100
in LB and 200 pl was aliquoted in 96-well plate in triplicates.
Peptide was added at the concentration of 120 uM and DMSO
(2% final) was used as solvent control. The plate was incubated
at 28°C for 48 h under static condition. After 48 h, culture was
discarded and wells were washed with water. Biofilm appeared
in the form of rings on the walls of the wells. Crystal Violet
(CV) was added to each well to stain the biofilm for 15 min at
room temperature. After staining, wells were washed with water
to remove excess of CV and 70% ethanol was added to dissolve
the stain. The dissolved stain was taken in a fresh plate to measure
the absorbance at 570 nm.

Biofilm formation in low magnesium medium was carried out
in glass tubes. Overnight culture of bacterial strains, grown in
LB, was washed with NCE medium and diluted 1:20 into 500 1
of NCE medium supplemented with 10 uM Mg?* in the glass
tube. MgtR peptide was added at the concentration of 120 uM
and DMSO was used as solvent control. The glass tubes were
incubated at 30°C for 24h under static condition. Staining of
biofilm ring with CV (0.1%) was quantified as described above.
To measure bacterial viability, aliquots of bacterial culture and
PBS-washed ring were diluted in PBS for CFU counting.

Preparation of Lysates From Bacterial
Cultures Treated With Synthetic Peptide

Overnight culture of P. aeruginosa grown in LB medium was
diluted 1:5 in LB and grown until ODgyopm of 0.8 to 1.
Bacteria were washed in NCE medium (Blanc-Potard and
Groisman, 1997) without magnesium and were resuspended
in the same medium supplemented with 10uM Mg>" and
synthetic peptides (at the indicated concentration) or DMSO
as control. Bacteria were harvested after 4-5h of incubation at
37°C. To prepare whole-cell extracts, cultures were normalized
to ODgoonm, centrifuged, re-suspended in Laemmli buffer and
lysed by heating at 95°C for 10 min before performing Western
Blot assay.

Preparation of Anti-PA4635 Antibodies

A DNA fragment encoding the C-terminal domain of
MgtC (PA4635) was amplified using primers indicated
in Supplemental Table1 and cloned into pQE30 vector
(Qiagen). Recombinant plasmid was introduced into M15/pRep4
E. coli strain to express and purify the His-tagged recombinant
protein as described (Alix and Blanc-Potard, 2008). Polyclonal
antibodies were produced upon immunization of rabbit with the
PA4635 C-ter domain (Eurogentec).

Western Blot Analysis

Total bacterial lysates were electrophoresed on 12.5% SDS-
PAGE gels and transferred onto nitrocellulose membrane
(Invitrogen) for immunoblotting. Rabbit anti-PA4635 were
used at 1:2,000 dilution and Mouse anti-EF-Tu antibody (Ball
et al.,, 2016) was used at 1:20,000 dilution. Anti-rabbit or anti-
mouse antibodies (dilution 1:30,000) labeled with fluorescent dye
DyLight 800 (Thermoscientific) were used for the detection of
PA4635 and EF-Tu using LICOR Odyssey Fc Imaging System
(excitation 783 nm and emission 797 nm) to quantify the amount
of proteins.

RESULTS AND DISCUSSION

Contribution of EPS to the
Intramacrophage Survival Defect and

Biofilm Phenotype of P. aeruginosa

In vitro, P. aeruginosa PAO1 produces mainly Psl and Pel,
whereas alginate synthesis is negatively regulated in this non-
mucoidal strain by the anti-sigma factor of MucA (Schurr et al,,
1996; Franklin et al., 2011). However, the expression of EPS genes
has not been measured when PAO1 resides in macrophages. To
address a putative link between the intramacrophage survival
defect of P. aeruginosa mgtC mutant and EPS production, we
first analyzed the level of expression of candidate individual
EPS genes, pelA, pslA, and algE, in P. aeruginosa mgtC mutant
and wild-type strain residing in J774 macrophages. Each of
these genes is a part of the respective operons required for
synthesis of Pel, Psl and alginate polysaccharides (Franklin et al.,
2011). A significant increased expression of ps/A and, to a
lesser extent, algE was detected in mgtC mutant as compared
to wild-type strain, whereas pelA expression remained unaltered
(Figure 1), suggesting a higher production of Psl and alginate
inside macrophages by mgtC mutant.

A Salmonella mgtC mutant has been
exhibit increased production of cellulose, another type
of exopolysaccharide, inside macrophages, and the
intramacrophage replication defect of the Salmonella mgtC
mutant could be reversed by an additional mutation in the bcsA
gene that prevented cellulose synthesis (Pontes et al., 2015).
To investigate whether the intramacrophage survival defect of
the P. aeruginosa mgtC mutant could be related to increased
Psl or alginate production within macrophages, we constructed
mgtC psiD, and mgtC alg8 double mutants (see Materials and
Methods), because psID and alg8 are essential for Psl and alginate
synthesis, respectively (Remminghorst and Rehm, 2006; Byrd
et al., 2009). No rescue in the survival inside macrophages was
observed for mgtC mutant in the presence of psl or alg mutation
(Figure 2A), indicating that the survival defect of P. aeruginosa
mgtC mutant is not linked to increased production of Psl or
alginate. Thus, despite the observed increased expression of psl
and alg genes, EPS did not contribute to the intramacrophage
phenotype of P. aeruginosa mgtC mutant. These findings differ
from the results obtained in S. Typhimurium with mgtC bcsA
double mutant (Pontes et al., 2015). In contrast to P. aeruginosa,
Salmonella actively replicates inside macrophages, and increased

reported to
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FIGURE 1 | Expression of EPS genes in P, aeruginosa strains residing in J774 macrophages. Expression of EPS genes in strains PAO1 wild-type (WT) and AmgtC
mutant infecting J774 macrophages. RNA was extracted from bacteria isolated from infected macrophages 1 h after phagocytosis. The level of psiA, algE, and pelA
transcripts relative to those of the house-keeping gene rpoD was measured by gRT-PCR and plotted on the Y-axis. Error bars correspond to standard errors from at
least three independent experiments. The asterisks indicate P-values (Student’s t-test *P < 0.05, **P < 0.01), showing statistical significance with respect to WT.
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FIGURE 2 | Phenotypes of mgtC psiD and mgtC alg8 double mutants. (A) Behavior of mgtC psID and mgtC alg8 double mutant within J774 macrophages. Survival
of P aeruginosa PAO1 WT, AmgtC, AmgtC ApsID and AmgtC Aalg8 strains was assessed upon phagocytosis by J774 macrophages. Results are expressed as
percentage of surviving bacteria 2 h after phagocytosis compared to the number of bacteria 20 min after phagocytosis and are normalized to 100% for WT strain.
Error bars correspond to standard errors from four independent experiments. The asterisks indicate P-values (One-way ANOVA followed by a Bonferroni post-test.
**P < 0.001). (B) Quantification of bacterial adherence to glass tubes to infer the ability of strains to form biofilm. P. aeruginosa strains PAO1 WT, AmgtC, AmgtC
ApsID, and AmgtC Aalg8 were grown at 30°C for 24 h in NCE medium with 10 wM MgSQOy,. The biofim quantification is visualized by CV ring on the glass tubes and
CV is quantified at 570 nm. Error bars correspond to standard errors (+SE) from three independent experiments and the asterisks indicate P-values (One-way ANOVA
followed by a Bonferroni post-test, P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001). (C) Growth curve of P. aeruginosa strains PAO1, AmgtC, AmgtC ApsID and AmgtC Aalg8
in NCE medium supplemented with 10 uM (left panel) or 1 mM (right panel) MgSOg4. The results are expressed as the mean + SD of three independent experiments.

cellulose production may somehow contribute to the replication
defect of Salmonella mgtC mutant within macrophages.

As reported earlier, the formation of biofilm was found to be
significantly increased for mgtC mutant comparatively to wild-
type strain in low magnesium medium (Figure 2B), a condition
that induces expression of mgtC gene (Belon et al., 2015). The

formation of biofilm of mgtC alg8 double mutant was identical
to the one of mgtC mutant, whereas the biofilm formation was
significantly reduced in mgtC psID double mutant comparatively
to mgtC mutant (Figure2B). This finding correlated with
the growth curves of the different strains in low magnesium
(10 M) medium (Figure 2C), where growth of mgtC mutant
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was impaired in low magnesium medium comparatively to wild-
type strain, and presence of a psID mutation, but not an alg8
mutation, improved the growth of the mgtC mutant (Figure 2C).
All strains grew similarly in medium supplemented with 1 mM
magnesium (Figure 2C).

Non-mucoid P. aeruginosa strains, as PAO1, utilize primarily
the Psl and Pel polysaccharides for biofilm formation, whereas
alginate is the predominant extracellular polysaccharide of the
matrix of mucoid strains (Wozniak et al., 2003). Our results
indicate that Psl polysaccharide, which is known to be more
important than Pel polysaccharide in P. aeruginosa PAO1 biofilm
formation (Yang et al., 2011), contributes to the increased biofilm
formation and impaired growth of mgtC mutant in magnesium
deprived medium. The growth defect of the mgtC mutant in low
magnesium medium is associated with the formation of bacterial
aggregates both on the tube (at the air-liquid level) and within the
culture, thus reminiscent of biofilm initiation. This is consistent
with the contribution of Psl, which is known to be produced
during planktonic growth, mediating attachment to surfaces and
contributing to microcolony formation (Ghafoor et al., 2011).

Effect of Synthetic MgtR Peptide on
Macrophage Survival of Wild-Type

P. aeruginosa PAO1 Strain

P. aeruginosa naturally lacks mgtR gene, but ectopic expression
of Salmonella mgtR in P. aeruginosa reduced intramacrophage
survival, thus mimicking the phenotype reported for mgtC
deletion mutant (Belon et al., 2015). To investigate the effect
of exogenous addition of peptide, we added synthetic MgtR
peptide to P. aeruginosa. The MgtR peptide, which harbors
73% of hydrophobic residues, is predicted to be organized
in a single transmembrane helix (Figure3A), which has
been confirmed by an NMR structural analysis (Jean-Francois
et al., 2014). MgtR was chemically synthesized using optimized
protocol for hydrophobic peptides (see Materials and Methods)
and the alpha-helical fold was verified by circular dichroism
(Supplemental Figure S1). To address the effect of synthetic
peptide on the ability of wild-type P. aeruginosa PAOI strain
to survive inside macrophages, bacteria were treated for 15 min,
before phagocytosis, with 120 LM of peptide solubilized in
DMSO. Bacteria pretreated with DMSO were used as control.
Phagocytosis by J774 macrophages was allowed for 30min
before removing extracellular bacteria with PBS washes and
gentamicin treatment. The bacterial survival was then monitored
for 2h after phagocytosis. Bacteria treated with MgtR peptide
had a significantly lower intramacrophage survival than bacteria
treated with DMSO, which is in the same range as the one
observed for mgtC mutant (Figure 3B). Interestingly, addition
of MgtR peptide did not lower the survival of mgtC mutant,
suggesting that the presence of MgtC plays a role in the biological
activity of the synthetic peptide toward macrophage infection
(Figure 3B). In the condition used, the MgtR peptide is not
cytotoxic to J774 cells as shown by quantification of LDH
release (Supplemental Figure S2). We designed and synthesized
a scrambled peptide that contained the amino-acids of MgtR
in a scrambled order, thus retaining the hydrophobicity, but

lacking a predicted membrane helix, as shown using the
TMHMM program (Figure 3A). As expected, the scrambled
peptide exhibited a circular dichroism spectra that differs from
the one of MgtR, indicative of a loss of the alpha-helix structure
(Supplemental Figure S1). Importantly, no significant decrease
of intramacrophage survival was observed with this scrambled
peptide used at 120uM (Figure 3C), suggesting that the
biological effect of the synthetic MgtR peptide is somehow linked
to sequence specificity and not only to overall hydrophobicity.

Intramacrophage survival assay with wild-type P. aeruginosa
strain showed that addition of exogenous MgtR peptide mimics
the phenotype of mgtC mutant as well as the effect previously
reported upon endogenous expression of the peptide in PAOI,
supporting a biological activity exhibited by this synthetic
peptide. Moreover, this biological activity is linked to the
presence of MgtC.

Effect of Synthetic MgtR Peptide on MgtC
Protein Level, Bacterial Growth and Biofilm
Formation With P. aeruginosa Wild-Type
PAO1

To address the mechanism of action of MgtR peptide, we have
conducted additional experiments upon addition of the peptide
to P. aeruginosa bacterial cultures. Because endogenous MgtR
peptide drives MgtC to degradation in S. Typhimurium (Alix
and Blanc-Potard, 2008), we investigated the effect of synthetic
MgtR peptide on the level of P. aeruginosa MgtC protein.
Total lysates were prepared from bacteria grown in magnesium
deprived medium, a condition that induces expression of mgtC
gene (Belon et al,, 2015), treated or not with peptide. Western
blotting was carried out with anti-MgtC antibodies (see Materials
and Methods). Hybridization with antibodies against EF-Tu
were used as control (Ball et al., 2016). Addition of peptide to
bacterial culture caused a decrease in the level of MgtC in a
dose responsive manner, with the highest reduction at a final
concentration of 120 wM, whereas the level of EF-Tu control
protein remained unchanged (Figure 4A). In contrast to MgtR,
the scrambled peptide had only a minor effect on the level of
MgtC protein (Figure 4B).

We also monitored the effect of MgtR on bacterial viability
and growth, to determine whether MgtR behaves as the known
antimicrobial peptides. The effect of MgtR on the level of MgtC
protein is not related to an effect on bacterial viability in NCE
medium (Figure 4C), which is consistent with the constant level
of EF-Tu control protein. We have also shown that addition of
MgtR peptide had no effect on bacterial growth in LB medium
(Figure 4D), indicating that synthetic MgtR does not have a
classical antibacterial effect.

We further investigated the effect of MgtR on the ability of
P. aeruginosa to form biofilm. We first tested biofilm formation
of PAO1 strain grown in LB medium. Addition of MgtR did
not change significantly the ability of PAO1 to form biofilm
(Figure 5A). Biofilm formation was also tested in magnesium
deprived medium. As shown before, increased biofilm formation
is seen with the mgtC mutant strain comparatively to wild-
type strain, but no significant increase is detected upon

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org

April 2019 | Volume 9 | Article 84



Moussouni et al.

Antivirulence Strategy Targeting P, aeruginosa MgtC

A MgtR
MNRSPDKIIALIFLLISLLVLCLALWQIVE

probabiity

ransmembrane raside

=)

100+ ns

ns

*EK

i

T

WT WT
+DMSO +MgtR

Survival after phagocytosis
(% relative to WT + DMSO

AmgtC  AmgtC
+DMSO +MgtR

FIGURE 3 | Effect of synthetic MgtR peptide on P. aeruginosa intramacrophage survival. (A) Sequence and transmembrane helix prediction for MgtR and scrambled
MgtR peptides, using TMHMM program (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). (B) To test the effect of synthetic MgtR peptide on P. aeruginosa
intramacrophage survival, PAO1 WT strain was treated with 120 uM of MgtR peptide or DMSO for 15 min before phagocytosis. A AmgtC mutant treated with DMSO
or MgtR peptide (120 wM) is used as control. Error bars correspond to standard errors (+SE) from at least four experiments. Statistical analysis was performed with
one-way ANOVA followed by a Bonferroni post-test, ***P < 0.001. (C) To test the effect of synthetic scrambled MgtR peptide on P. aeruginosa intramacrophage
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addition of MgtR peptide to PAOL1 strain in the condition
tested (Figure 5B). Moreover, bacterial viability, in the ring
or in the planktonic fraction, is not significantly modified in
PAOL1 treated with MgtR comparatively to non-treated bacteria
(Supplemental Figure S3).

Cumulatively, we have shown that, in addition to reduce
intramacrophage survival, the biological action of synthetic MgtR
is associated with a decreased level of MgtC protein, without
any effect on growth rate. Despite the decreased level of MgtC,
the exogenous peptide had no effect on biofilm formation.
A similar finding was found upon endogenous production of
MgtR (Supplemental Figure S4). These results may indicate
that the effect of MgtR is delayed upon long term phenotype,
such as biofilm. We cannot exclude a deterioration of the
peptide with time. In addition, or alternatively, MgtR may
also act by preventing protein-protein interaction relevant for
intramacrophage survival but not for biofilm formation.

CONCLUSION

Antivirulence strategies are being increasingly considered in
the age of antibiotic resistance (Dickey et al,, 2017) and we
have previously proposed MgtC as a valuable target with a
potent inhibitory peptide, MgtR. The function of MgtC has been
mainly studied in S. Typhimurium, where it exhibits pleiotropic

roles, including inhibition of FjFo ATP synthase (Lee et al.,
2013) and modulation of cellulose production (Pontes et al.,
2015). Our results provide a link between P. aeruginosa MgtC
and EPS production and show an implication of EPS, more
specifically Psl, for the increased biofilm formation of mgtC
mutant in magnesium deprived medium. However, EPS are not
involved in the intramacrophage behavior of P. aeruginosa mgtC
mutant, thus differing from the role reported for cellulose in the
intracellular pathogen S. Typhimurium.

Our previous results indicated that endogenous production
of MgtR lowered the intramacrophage survival of wild-type
P. aeruginosa PAO1 strain (Belon et al., 2015). Using for the
first time a synthetic MgtR peptide on PAOI strain led to
a similar effect, associated with a decrease of MgtC protein
level, thus supporting the use of such peptide to target
the MgtC virulence factor. MgtR did however not increase
significantly biofilm formation, indicating an action towards
EPS-independent phenotype rather than EPS-related phenotype.
The lack of significant effect with a synthetic scrambled peptide
derived from MgtR suggested that biological activity of synthetic
MgtR peptide is somehow linked to sequence specificity and not
to overall hydrophobicity. Hydrophobic compounds as MgtR
remain difficult to handle and therefore improving peptide
solubility, while keeping efficiency, will be valuable. The interest
for peptides as new therapeutic molecules has recently increased
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FIGURE 5 | Biofilm formation in the presence of synthetic MgtR peptide. (A) Quantification of bacterial adherence in LB medium. PAO1 WT strain was incubated with
120 M MgtR peptide or DMSO as control in LB and allowed to form biofim at 28°C for 48 h in 96 well plate. Biofim was stained with crystal violet and absorbance
was measured at 570 nm. Statistical analysis was done on three independent experiments by one way ANOVA, where all samples were compared to DMSO using
Dunnet’s multiple comparison post-test, showing statistical significance with respect to DMSO control (ns > 0.05, non-significant). (B) Quantification of bacterial
adherence to glass tubes in magnesium deprived medium. Adherence assay was carried out with PAO1 WT and AmgtC strains grown at 30°C for 24 h in NCE
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(Kruger, 2017), and peptide modulators of protein-protein Further work will be required to decipher the mechanism of
interaction in membranes are promising molecules (Stone and  action of synthetic MgtR peptide. Our present results show that
Deber, 2017). The present work thus identifies a synthetic  peptide addition is associated with a decreased level of MgtC
hydrophobic peptide, issued from a natural bacterial peptide,  protein but, as suggested earlier, MgtR may also prevent protein-
which could limit bacterial pathogenesis and which differs from  protein interaction involving the MgtC protein (Belon et al,
classical anti-microbial peptides (Mahlapuu et al., 2016) because ~ 2016). The lack of effect of MgtR peptide in the context of a
of lack of effect on bacterial viability. mgtC mutant suggests that its biological effect is mainly related
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to the presence of MgtC protein. Despite this finding and the
absence of noticeable growth defect upon addition of MgtR, it
would be of interest to test in a more general way the impact of
synthetic MgtR on membrane fluidity and integrity. Interestingly,
MgtR does not appear to modulate biofilm formation, suggesting
that MgtR may act more specifically during acute infection
than chronic infection. Given the proof of concept provided
by our results on infected cells with PAOI1 strain, further
work will be required to test the efficiency of such peptide
on P. aeruginosa clinical isolates and in an animal model
of infection.
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FIGURE 51. Circular dichroi: P for MgtR peptide. Peptides (40 uM) were resuspended in 30% isopropanel without SDS or in the presence of 4%
5DS to mimic an hydrophobic environment. In both cases, MgtR peptide (MgtR-WT, left panel) adopted a pronounced a-helical structure, characterized by
CD spectra with 2 maximum at 191 nm and two minima at 207 and 222nm (spectra were obtained from 3 accumulations between 190 and 260 nm with a
data pitch of 0.5 nm, a bandwidth of 1 nm and a standard sensitivity). The MgtR scrambled peptide provided a different spectra (MgtR-SCR, right panel).
The crude spectra were then converted in molar ellipticity per residue and processed using CDPro software package and the programs CDSSTR, CONTINLL

and SELCON3 (Sreerame et al., 2000). All programs clearly indicated a strong alpha-helical structure for MgtR peptide but not for MgtR scrambled peptide.

Sreerarma M, Woody RW. 2000. Estimation of protein secondary structure from circular dichroism spectra: comparison of CONTIN, SELCON, and CDSSTR methods with an
expanded reference set. Anal Biochem. 287:252-60.
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FIGURE S2. Assessment of peptides cytotoxicity toward macrophages using
LDH release assay. J774 cells were treated with 120 pM of MgtR peptide or
DMSO as control in DMEM, for 18 hours at 37°C and 5% CO,. LDH released by
the macrophages in the medium was quantified, normalized to DMEM medium
control and plotted as percent cytotoxicity or LDH release, where the amount of
LDH released by cells lysed by 1% Triton X-100 was considered as 100%.
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FIGURE S3. Effect of MgtR peptide on bacterial viability after static incubation. Bacterial viability after static
incubation at 30°C for 24 hrs in NCE medium with 10 pM MgSO, was measured both in the planktonic
fraction (left panel) and in the ring (right panel) by counting CFUs. Error bars correspond to standard errors
(+ SE) from three independent experiments (Student’s t test).
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FIGURE S4. Biofilm formation in the presence of endogenously expressed MgtR peptide.
Quantification of bacterial adherence to glass tubes was carried out with PAO1 WT carrying
pBBRIMCS vector or pMgtR plasmid (Belon et al., 2015) at 30°C for 24 hrs in NCE medium with 10 uM
MgS0,. The ring on the glass tube is visualized by crystal violet staining and quantified by measuring
0Ds5,. Error bars correspond to standard errors (+ SE) from three independent experiments (Student’s
t test).



SUPPLEMENTAL TABLE 1. List of primers

rpoD-RT-fwd 5'-GGGCGAAGAAGGAAATGGTC-3'
rpoD-RT-rev 5'-CAGGTGGCGTAGGTGGAGAA-3’
psIA-RT-fwd 5'-GTTTCCCTACCTCAGCAGCA-3’
psIA-RT-rev 5'-CGGATGTCGTGGTTGCGTA-3’
pelA-RT-fwd 5'-CCTTCAGCCATCCGTTCTTC-3’
pelA-RT-rev 5'-TCGCGTACGAAGTCGACCTT -3
algE-RT-fwd 5'-GTTTCAGCGAATACCGCACC-3'
algE-RT-rev 5'-AGCTGGCCGGTATAGGTCTT-3’

PA4635 Cter F

5’-CGGGATCCGCCAGCGAGGCCGAGCAAC-3’

PA4635 Cter R

5’-CCCAAGCTTTCAGTCGGCCGCCAGTTC-3'







1.1.3 Résultats complémentaires

Dans le cadre du développement d’une stratégie antivirulence basée sur I'utilisation du peptide MgtR,
des expériences supplémentaires ont été effectuées sur les macrophages 1774 infectés, et les

embryons de Danio rerio également infectés par la souche sauvage PAO1.

1.1.3.1 Etude de I'effet du peptide MgtR ajouté apres infection des macrophages

Dans 'optique de développer un peptide thérapeutique, nous avons également vérifié si un effet du
peptide synthétique MgtR pouvait étre observé lorsque celui-ci était ajouté a des macrophages 1774
infectés par la souche PAO1 (bactéries non préalablement traitées par MgtR comme décrit dans
I'article). Suite a I'infection des macrophages, le peptide MgtR (120 uM) a été ajouté dans le milieu de
culture des macrophages infectés (ou du DMSO en contrdle). De fagon intéressante, une réduction
significative de la survie bactérienne dans les macrophages a été observée (approximativement de 20
%) (Figure 27), suggérant que le peptide peut étre internalisé par les macrophages et que celui-ci agit

sur les bactéries internalisées et réduit leur survie dans le macrophage.
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Figure 27. Effet du peptide MgtR (ajouté apres infection des ‘52 80
macrophages) sur la survie de PAO1 dans les macrophages. Le 8‘!9
peptide a été préalablement soniqué 10 mn. Nombre & E 604
d’expériences N= 3. *** différence statistiquement significative ; p
(P<0.001) déterminée par le test t de Student. % o 40
=2
g -
.g% 204
3L, S
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Ce résultat est donc prometteur quant a I'action antivirulence de MgtR et nous a conduit a tester son

effet dans un modeéle animal.

1.1.3.2 Etude de I'effet du peptide MgtR sur les embryons de poissons-zébre infectés

Deux approches majeures sont utilisées dans le cadre des essais de molécules thérapeutiques sur
embryons de poisson-zébre, le traitement par balnéation et la microinjection de la molécule. Afin de
déterminer le mode adéquat de traitement et la bonne diffusion du peptide MgtR dans I’'embryon de
poisson, nous avons utilisé un peptide fluorescent MgtR-FITC facilement visualisable. Pour cela, les
embryons agés de 30 hpf ont été mis dans un milieu de vie contenant le peptide MgtR-FITC (120 uM)
pour un test de balnéation (figure 28. B), ou injectés au niveau de la veine caudale avec le peptide

fluorescent (figure 28. C).
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Figure 28. Visualisation du peptide fluorescent MgtR-FITC sur des embryons de poisson-zébre. (A) Schéma d’un
embryon de poisson-zébre montrant le site de I'injection intraveineuse (fleche) au niveau de la veine caudale
(CV). (B, C) Images représentatives des embryons de poisson mis en contact avec le peptide fluorescent a 30hpi,
par balnéation (B), ou par injection intraveineux (C). Images prises avec un microscope a fluorescence (Olympus
MVX10).

Les images de fluorescence des embryons mis en balnéation avec le peptide, montrent la présence
d’une fluorescence correspondant au peptide MgtR-FITC uniquement a la surface des embryons, mais
pas a l'intérieur de ce dernier, indiquant que le peptide MgtR ne pénétre pas a travers la peau de
I’embryon, mais reste a la surface de celui-ci (figure 28. B), ce qui est en accord avec la taille importante
du peptide (3.5 kDa). Par contre, l'injection intraveineuse du peptide fluorescent permet au peptide
de circuler le long de la veine caudale comme le montrent les images (figure 28. C). Ces observations

ont permis de choisir la microinjection comme moyen d’administration du peptide.

Une fois que le mode d’administration a été déterminé, des tests de toxicité du peptide ont été
effectués. Pour cela, des doses de MgtR (préalablement soniqué), allant de 24 a 200 uM ont été
injectés au niveau de la veine caudale des embryons de poisson-zebre (figure 29. A). Les embryons
injectés avec des concentrations de MgtR comprises entre 24 et 120 uM ou avec du DMSO 2%
(correspondant au pourcentage de DMSO présent dans 120 uM de MgtR) ne présentent pas de signes
de toxicité (signes morphologiques, viabilité), mais on note une Iégere mortalité sur les embryons
injectés avec une concentration de 200 uM de MgtR, indiquant qu’on ne peut tester I'efficacité du

peptide au-dela de cette concentration.
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Figure 29. Effet du peptide MgtR sur la survie des embryons de poisson-zebre. Les embryons de poisson agés de
30 hpf sont injectés avec différentes doses de MgtR pour un test de toxicité (A), ou infectés par la souche PAO1
sauvage de P. geruginosa (PA) (1000-1500 CFU) puis injectés avec MgtR pour un test d’efficacité (B), le DMSO est
utilisé en controle. (B) Résultats poolés de 2 expériences indépendantes (22-30 embryons). Hpi : heures post
infection. Différence statistiquement non significative entre MgtR et le DMSO d’aprés le test statistique de log-
rank.

Pour les tests d’efficacité du peptide, les embryons agés de 30hpf ont été infectés avec 1000-1500 CFU
de PAQ1, puis immédiatement injectés avec différentes doses de MgtR (24, 80, 120, 160 uM) ou avec
des doses correspondant en DMSO. Le suivie de la survie des embryons a été fait sur 3 jours. La
mortalité des poissons infectés et traités avec les différentes doses de MgtR reste importante et ne
montre pas d’effet antivirulence du peptide comparé au contréle DMSO (résultats non montrés), seul
un faible effet mais statistiquement non significatif, sur la survie des embryons infectés est obtenu

avec une concentration de 120 uM de MgtR (figure 29. B).

Une des raisons de I'absence d’effet antivirulence du peptide MgtR sur les embryons infectés, pourrait
étre son manque de solubilité, qui induit des difficultés lors de I’étape d’injection, puisque la formation
d’agrégats bouche l'aiguille d’injection. Pour contrer ce probléme, une des solutions serait d’améliorer

la solubilité du peptide par l'utilisation de nanoparticules ou de liposomes.
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1.2 Etude structurale du domaine d’interaction avec MgtR : Production de la

protéine MgtC de P. aeruginosa

Malgré I'importance du facteur MgtC dans la survie intramacrophagique de différentes bactéries,
aucune information structurale n’est disponible a ce jour concernant le domaine membranaire de la
protéine, cible de I'action de notre peptide antagoniste, MgtR. Notre objectif était de produire et
purifier MgtC, en vue d'une analyse structurale, en présence ou non du peptide antagoniste. Afin
d’obtenir une structure moléculaire tridimensionnelle d’'une protéine, celle-ci doit étre produite en
guantité adéquate et en qualité suffisamment pure. Plusieurs techniques existent afin de résoudre la
structure d’une protéine et nous nous sommes focalisés initialement sur la cristallogenese. Notre
objectif était également de tester I'effet du peptide MgtR sur la dimérisation de MgtC, en utilisant la

spectrométrie de masse (SM) native avec C. Bechara.

L'optimisation des systémes de surexpression et les protocoles de purification est une condition
préalable pour les études structurales des protéines membranaires. La surexpression et la purification
des protéines membranaires telles que MgtC, représentent un véritable challenge. Afin d’augmenter
nos chances de réussite, j’ai travaillé sur les 2 protéines homologues PA4635 (MgtC) et PA2558 (MgtC-
like), qui possedent 53% d’identité de séquence (77% pour les domaines transmembranaires TM3-
TM4, domaines d’interaction avec MgtR) (figure 30). L'optimisation de I'expression a été réalisée lors
de mon stage de Master2. La purification a été faite en collaboration avec C. Bechara (Institut de

génétique fonctionnelle) et M. Cohen- Gonsaud (centre de biochimie structurale, CBS de Montpellier).

TM1 TM2

P.aeruginosa.PA2558 MTPEIAI-GLVTALGLGALVGLERQWRQRSSGMATHAMVALGAASFSILP
P.aeruginosa.PA4635 MDWKVFLLRVAVALVLGALIGAERQLRQRLTGLRTNALVSTGACLFVLMT
* - s, kk kkkkesk khkk kkk ke Kekedk: kk ok o+
™3 TM4
P.aeruginosa.PA2558 LLLDNE-VSVTRMAAQVVSGIGFLGAGVIMRDGLSVRGLSTAASIWSTGA
P.aeruginosa.PA4635 QGVPGLBGDASRIBAIVVSGIGFLGGGVIMRDGLNVRGLNTAATLWCTAA
rh KK KKKKXKKRKKK KAKKKKKK Khhkk _*hk: %k % %
TMS
P.aeruginosa.PA2558 IGVLAGSGFILAACMTTALIVIANLFLPALGRVVDRHTS-GEAEQERFYQ

P.aeruginosa.PA4635 IGVLCSMGLLLEATLGSLVVLCANILLRDIAQRLNRQDVLPASEAEQRYE
*hkk o Kok ko1 o1 s Kkriaok or o o1k H B

P.aeruginosa.PA2558 ISVSCEARNEALVRMQLLQRMGDNRLNLQSLESHALKGSGNVEVNAVVET
P.aeruginosa.PA4635 VQIVCRAEDEIQVRSLMLHSLGSSDLRLQSLHSEDLDNPAKLEVRAELLG
* k Kk *k 1k rk kK kkkk k0 ok ecrkk K
P.aeruginosa.PA2558 LHKEDSLVEQMVGELCLAPQVTAASW-VMNPAAE
P.aeruginosa.PA4635 TPEAPAQLERLVSRVSLEKGVSSVRWQVFELAAD
: HEEH S o, * ko kk
Figure 30. Alignement de séquences des protéines PA2558 et PA4635, la position des 5 domaines
transmembranaires (TM) est indiquée.
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1.2.1 Condition de production de MgtC

Un systeme d’expression dans la souche Escherichia coli (E. coli) C41 adaptée a la production de
protéines membranaires a été utilisé, Les génes d’intérét ont été clonés dans les plasmides pET24b (en
amont d’une étiquette poly-histidine), et ces derniers ont été utilisés pour transformer les C41 (figure

31).

PA4635-His PA2558-His
Figure 31. Schématisation du systeme d’expression C41 des protéines

recombinantes MgtC (PA4635) et MgtC-like (PA2558).

E. coli (C41)

Dans cette construction I'expression de la protéine est inductible a ['lsopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG), mon travail consistait alors a déterminer la concentration adéquate
d’'IPTG, la durée et la température d’induction pour une expression optimale de la protéine d’intérét.
Les bactéries E. coli ont été mises en culture dans différentes conditions d’IPTG (0 — 0.05 - 0.1 - 0.5
mM), pendant 2h, 2h30 ou 20h, a des températures de 30 ou 37°C. Pour faciliter la détection de la
protéine, nous avons d’abord révélé sa présence en Western Blot (WB) en utilisant un anticorps (Ac)

anti-His (figure 32).

C41-PA4635
C41-PA4635
MetC 37°C 30°C Mate
like/ 2 37°C
OmM  01mM 0imM 05mM " 0imM 05mM 01mM

250 KDa
150 KDa
100 KDa

50 KDa

37KDa

Sl PA4635-His

25KDa
20KDa

15KDa

10KDa

Figure 32. Conditions d’expression des protéines PA2558 et PA4635 testées et révélées sur WB. Avec un Ac anti-
His sur le WB de gauche, et un Ac anti-PA4635 avec Ac anti-Dnak (contréle) sur le WB de droite.

Sur ces WB, seules quelques conditions sont montrées, j'ai pu déterminer ici qu’une concentration
d’IPTG comprise entre 0.1 et 0.5 mM a 37°C pendant 2h30 permet une meilleure expression de
PA2558. Par contre, nous n’avons pas pu détecter la PA4635. Par la suite, nous avons fait I'expérience

en WB avec I’Ac anti-PA4635 (figure 32, droite), qui nous a permis de révéler la protéine recombinante
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PA4635 ainsi que les conditions optimales de son expression (semblables a celles de PA2558). Nous
avons conclu alors que I'étiquette histidine devait étre masquée ne permettant pas la détection avec
I’Ac anti-His. Aprés fractionnement cellulaire (suite aux centrifugations), la présence des protéines
PA2558 et PA4635 a pu étre révélée sur gel coloré au bleu de coomassie dans la fraction membranaire

(figure 33).

whole lysate Membrane fraction Mb fraction
0 05 0  05mMIPTG 0 0.ImM IPTG
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Figure 33. Visualisation des bandes correspondant aux protéines recombinantes PA2558 et PA4635 dans la
fraction membranaire.

1.2.2 Criblage de détergents et solubilisation de la protéine

MgtC et MgtC-like sont des protéines ancrées dans la membrane, il faut donc les extraire de leur
environnement lipidique avec un détergent adapté. Une des difficultés rencontrées a ce niveau, est le
fait que les protéines membranaires ont tendance a se dénaturer si elles sont solubilisées avec les
détergents. Pour cette raison, le choix des détergents constitue un facteur clé. C’est au niveau de la
plateforme RoBioMol de Grenoble qu’un criblage de détergents a été effectué sur une fraction
membranaire surexprimant PA2558 (Figure 34). Cette étape nous a permis de choisir le n-Dodecyl B-

D-maltoside (DDM) qui est le mieux adapté a la purification et a I'étape de cristallogéne.
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1.2.3 Purification des protéines

De grands volumes de culture ont été nécessaires (4 L) afin de produire la quantité requise de
protéines, les bactéries étaient ensuite cassées par sonication (10 mn au total) dans un tampon de
lyse adapté, suivie des étapes de centrifugation et ultracentrifugation pour séparer la fraction
membranaire. Les culots sont re-suspendus dans un tampon Tris contenant de |'antiprotéase pour
éviter d’éventuelles dégradations de la protéine d’intérét. C'est a cette étape la qu’une solution

contenant 1% de DDM et 0.5% d’'OGNG (Octyl Glucose Neopentyl Glycol) est ajoutée, et laissée toute
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la nuit pour solubiliser la protéine. Suite a cela, des micelles se forment contenant des complexes

protéines-lipides-détergent.

J'ai alors procédé a une premiere étape de purification des protéines sur colonne de nickel (His-trap
5 mL), les protéines recombinantes MgtC ou MgtC-like fusionnées a I'étiquette poly-his sont alors
fortement accrochées a la colonne. Aprés des étapes de lavage, les protéines d’intérét sont décrochées
de la colonne avec un tampon d’élution contenant une forte concentration d'imidazole (500 mM). Les
fractions collectées sont déposées sur gel SDS PAGE, afin de s’assurer de la présence de la protéine
d’intérét (figure 35. A). La fraction contenant MgtC/MgtC-like (taille 25 kDa) est alors purifiée une
seconde fois par chromatographie d’exclusion sérique (SEC) (figure 35. B), et les différentes fractions

collectées sont a leurs tours chargées sur gel SDS-PAGE, coloré au bleu de coomassie (figure 35. C).

A B Chromatogramme ¢
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Figure 35. Purification de la protéine MgtC-like (PA2558).

(A) Profil des fractions PA2558 obtenues aprées purification sur colonne HIS-trap et migration sur gel coloré au
bleu de Coomassie. (B) Chromatogramme obtenu suite a la SEC de la fraction 2 de PA2558 sur ’AKTA™. (C).
Profil des fractions (8 a 13) PA2558 obtenues apres SEC et chargées sur gel coloré au bleu de coomassie.

Le gel montre une pureté et quantité satisfaisante de la protéine MgtC-like pour les fractions 12 et 13
(figure 35. C), celles-ci ont été poolées (0.5 mg/L) et I’échantillon a été envoyé a la plateforme HTX
(High Throughput Crystallization) de Grenoble pour la cristallogenése. Les fractions ont été testées en
SM native par C. Bechara pour vérifier I'état d’oligomérisation de la protéine, et des dimeres et

monomeres ont été observés.

En parallele, la protéine MgtC s’est révélée étre plus instable et sensible aux étapes de purification et
de concentration, et a nécessité plusieurs mises au point, notamment I'ajout d’une étape de dialyse
avant la concentration de I’échantillon précédant I'étape de chromatographie SEC, et ce afin d’éviter

de concentrer certains composés présents dans |I’échantillon protéique, notamment I'imidazole et les
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détergents. Ces modifications ont permis d’améliorer le rendement de purification de la protéine MgtC

(figure 36).

MgtC — PA4635
8 9 10 11 12

Figure 36. Purification de la protéine MgtC. Profil des différentes
fractions de MgtC collectées aprés dialyse puis SEC et déposées sur
gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie.

1.2.4 Etape de cristallogenése

Plusieurs conditions de cristallogenése ont été testées au niveau de la plateforme HTX afin de favoriser
la cristallisation de la protéine MgtC-like (Température, pH, force ionique, nature du tampon...etc).
Aprés plusieurs semaines, quelques structures ressemblant a des mini-cristaux s’étaient formées
(figure 37. A), nous avons alors sélectionné I'un d’eux pour le soumettre a un faisceau de rayons X

(figure 37. B).

Figure 37. Photos de la formation d’un cristal de I’échantillon MgtC-like purifié dans une solution favorisant la
cristallogenése. (A) Apparition d’un cristal. (B) Profil de diffraction des rayons X du crystal obtenu. (Source,
plateforme HTX de Grenoble).

Le motif de diffraction obtenu est de faible intensité et ne correspond pas au motif attendu d’un cristal
de protéine. Malgré la pureté de I"échantillon, il est possible qu’un mélange de monomeéres et de

diméres empéchent la cristallogenese de la protéine.
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1.2.5 Etat d’oligomérisation de la protéine MgtC

Il a été montré que la protéine MgtC de M. tuberculosis dimérise (Belon et al., 2016), et les données
de SM native (résultats non montrés) indiquent la présence de dimeéres pour MgtC de P. aeruginosa
dans certaines fractions suite a la purification. Une de nos hypothéses est que cette dimérisation
pourrait avoir un role important dans la fonction de la protéine MgtC, et le peptide MgtR pourrait
interférer dans la formation de ce dimere, hypothése soutenue par les résultats obtenus avec MgtC de
M. tuberculosis (Belon et al., 2016). J'ai alors testé I’état d’oligomérisation de la protéine sur gel SDS-
PAGE, dans différentes conditions réductrices (avec B-Mercaptoéthanol), et non réductrices (sans B-

Mercaptoéthanol), et avec ou sans chauffage de I’échantillon a 95°c (figure 38).

Boiling + - + -
B-MERCAPTO4+ + - -
250

150
Figure 38. Visualisation de I’état d’oligomérisation

100 de la protéine purifiée MgtC. Les échantillons
protéiques ont été préparés avec ou sans ajout
d’agent réducteur (B-Mercaptoéthanol), avec et
sans chauffage a 95°C, puis déposés sur gel SDS-
PAGE et révélés par I’Ac anti-PA4635.
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On remarque sur le gel, la présence d’une bande unique de 25 kDa lorsque I’échantillon est préparé
avec du B-Mercaptoéthanol, que ¢a soit en le chauffant ou non, cette bande correspond a la taille d’un
monomere MgtC (25 kDa). Par contre I’échantillon non traité avec le B-Mercaptoéthanol (chauffé ou
non) révele la présence d’une bande supplémentaire de 50 kDa, cette bande correspond a la taille
approximative d’un dimére MgtC. Ces résultats suggérent que la protéine MgtC forme des diméres liés
par pont disulfure. Cependant ces résultats nécessitent d’étre confirmés par d’autres méthodes,

notamment ['utilisation d’un gel natif (conditions non dénaturantes) et la SM native.

Afin d’identifier les résidus cystéines pouvant étre impliqués dans la formation de diméres MgtC, j’ai
induit des mutageneses dirigées sur deux résidus C99 et C155 bien conservés dans la famille MgtC, et
pouvant avoir un réle important dans la fonction ou la stabilité de la protéine. Ces protéines mutées

ont été produites et purifiées selon le protocole décrit plus haut. Les échantillons ont été préparés
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avec ou sans ajout d’agent réducteur (B-Mercaptoéthanol), chargés sur gel SDS-PAGE et analysés avec

des Ac anti-PA4635 (figure 39).

MgtC

B-MERCAPTO= |

WT

Figure 39. Visualisation de I’état d’oligomérisation des
protéines purifiées MgtC, MgtC C99S et MgtC C155S.
Les échantillons protéiques ont été préparés avec ou
sans ajout d’agent réducteur (B-Mercaptoéthanol)
puis chargés sur gel SDS-PAGE et révélés par I’Ac anti-
PA4635.

Dimére -

Le WB montre que les protéines MgtC sauvages et mutées a la position 99 et 155 sont bien produites.
Des bandes d’une taille correspondant a la forme de dimére de MgtC (50 kDa) sont clairement visibles
lorsque les échantillons MgtC et MgtC C155S sont préparés sans ajout de I'agent réducteur, ce qui
suggére que le résidu C155S n’est pas nécessaire a la formation de diméres. Par contre, pour la
protéine MgtC C99S, en absence d’agent réducteur, on ne voit quasiment pas de bande de 50 kDa
(taille du dimere MgtC), alors que I'intensité de la bande de 25 kDa est forte (comparable a celle de la
protéine MgtC C155S). Ces données suggérent que le résidu C99 pourrait étre impliqué dans la

formation de ponts disulfures au niveau des diméres MgtC.
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1.2.6 Conclusion et perspectives

En conclusion la production et la purification des protéines homologues MgtC et MgtC-like a nécessité
de nombreuses mises au point et a pu étre établie avec succés pour la protéine MgtC-like. Des
optimisations sont encore nécessaires pour la protéine MgtC. Nous avons utilisé la cristallogenése afin
de résoudre la structure tridimensionnelle de MgtC, et ce projet est actuellement poursuivi par
I’équipe collaboratrice de M. Cohen-Gonsaud au CBS. Comme prévu initialement, les études de
structures seront également menées suite a I'ajout du peptide MgtR afin de définir les changements

structuraux induits par le peptide.

Les données de purification couplées aux analyses de SM native ont permis d’identifier la présence de
dimeéres de la protéine MgtC (taille 50 kDa). La cryo-microscopie électronique a transmission (cryo-
MET) est une autre technique de choix pour résoudre la structure tridimensionnelle des protéines
membranaires. Cette technique permet |'observation et la prise d’'images d’échantillons d’une taille
minimum de 40-50 kDa dans leur environnement physiologique (Boutin et al., 2016), et la taille des
dimeres MgtC permettrait d’envisager [l'utilisation de la cryo-MET comme alternative a la

cristallographie.

Les analyses de mutants ont permis d’identifier le résidu C99 comme potentiellement impliqué dans
la dimérisation de la protéine MgtC, et des expériences dans un systéme de double hybride bactérien
ont récemment conforté ces résultats. L'objectif est de tester si le peptide MgtR pourrait interférer
avec la dimérisation de MgtC, en utilisant la SM native et le double hybride bactérien. Il serait
également intéressant d’identifier le réle du dimére dans I'activité de MgtC, en analysant le phénotype

de mutants MgtC C99S lors d’infection de macrophages.
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2.1 Implication des facteurs de virulence OprF et MgtC dans le devenir
intramacrophagique de P. aeruginosa

2.1.1 Résumé de l'article 2

La capacité des phagocytes professionnels a ingérer et tuer les microorganismes est primordiale pour
la défense de I’'hote. Bien que P. aeruginosa soit considéré uniquement comme un agent pathogene
extracellulaire, de plus en plus de preuves indiquent que P. aeruginosa rencontre un environnement
intracellulaire dans divers types de cellules de mammiféres, y compris les macrophages. Pour pouvoir

échapper a I’élimination par les phagocytes, la bactérie a développé divers mécanismes.

Dans cette étude, nous avons analysé le devenir de P. aeruginosa au sein de macrophages en culture.
Par des techniques de microscopie électronique et de microscopie en live, nous avons montré que P.
aeruginosa résidait en premier lieu dans les vacuoles phagosomales et pouvait ensuite étre détecté
dans le cytoplasme, indiquant que la bactérie peut échapper a son environnement phagosomal. Ces
données ont également été soutenues par les tests de rupture vacuolaire. Nous avons montré que les
bactéries internalisées par les macrophages murins et par les macrophages primaires humains,

pouvaient potentiellement induire la lyse de leurs cellules hotes.

Deux facteurs bactériens, MgtC et OprF, récemment découverts comme étant impliqués dans la survie
intramacrophagique de P. aeruginosa, semblent jouer un réle dans ces mécanismes d’échappement
phagosomale et de cytotoxicité causée par les bactéries internalisées. Nous avons pu montrer que
I’expression de génes codant pour le SST3 est réduite chez les mutants mgtC et oprF. Nous avons
également montré que les bactéries internalisées dans les macrophages, utilisent leur SST3, et
spécifiquement leur effecteur ExoS, pour pouvoir échapper aux phagosomes et promouvoir la lyse
cellulaire. Enfin, cette capacité de P. aeruginosa a échapper au macrophage semble étre dépendante

du domaine GAP (GTPase Activating Protein) de I'effecteur du SST3, ExoS.

Par conséquent, nous décrivons dans cette étude, un stade transitoire de P. geruginosa, qui met en
évidence le SST3 et ExoS, dont I'expression est modulée par MgtC et OprF, en tant que facteurs clés
du devenir intramacrophagique de P. aeruginosa. Ceci pourrait contribuer a la dissémination de la

bactérie.

Ma contribution dans cette étude a été de; tester la survie intramacrophagique de différents mutants,
qui a permis en partie de centrer |'étude sur les facteurs décrits dans I'article; Analyser par microscopie

la colocalisation avec les vacuoles acides des mutants, oprF, mgtC et SST3 (ainsi que le mutant exoS).

81



Seule I’étude de la souche sauvage a finalement été montrée dans cet article; J'ai également participé
aux expériences montrant la lyse cellulaire par les différentes souches étudiées (en particulier I'aspect

microscopie).
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2.1.2 Article 2- Killing from the inside: Intracellular role of T3SS in the fate of
Pseudomonas aeruginosa within macrophages revealed by mgtC and oprF
mutants
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Abstract

While considered solely an extracellular pathogen, increasing evidence indicates that Pseu-
domonas aeruginosa encounters intracellular environment in diverse mammalian cell types,
including macrophages. In the present study, we have deciphered the intramacrophage fate
of wild-type P. aeruginosa PAO1 strain by live and electron microscopy. P. aeruginosa first
resided in phagosomal vacuoles and subsequently could be detected in the cytoplasm, indi-
cating phagosomal escape of the pathogen, a finding also supported by vacuolar rupture
assay. The intracellular bacteria could eventually induce cell lysis, both in a macrophage cell
line and primary human macrophages. Two bacterial factors, MgtC and OprF, recently iden-
tified to be important for survival of P. aeruginosa in macrophages, were found to be
involved in bacterial escape from the phagosome as well as in cell lysis caused by intracellu-
lar bacteria. Strikingly, type Il secretion system (T3SS) genes of P. aeruginosa were down-
regulated within macrophages in both mgtC and oprF mutants. Concordantly, cyclic di-GMP
(c-di-GMP) level was increased in both mutants, providing a clue for negative regulation of
T3SS inside macrophages. Consistent with the phenotypes and gene expression pattern of
mgtC and oprF mutants, a T3SS mutant (ApscN) exhibited defect in phagosomal escape
and macrophage lysis driven by internalized bacteria. Importantly, these effects appeared to
be largely dependent on the ExoS effector, in contrast with the known T3SS-dependent, but
ExoS independent, cytotoxicity caused by extracellular P. aeruginosa towards macro-
phages. Moreover, this macrophage damage caused by intracellular P. aeruginosa was
found to be dependent on GTPase Activating Protein (GAP) domain of ExoS. Hence, our
work highlights T3SS and ExoS, whose expression is modulated by MgtC and OprF, as key
players in the intramacrophage life of P. aeruginosa which allow internalized bacteria to lyse
macrophages.
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Author summary

The ability of professional phagocytes to ingest and kill microorganisms is central to host
defense and Pseudomonas aeruginosa has developed mechanisms to avoid being killed by
phagocytes. While considered an extracellular pathogen, P. aeruginosa has been reported
to be engulfed by macrophages in animal models. Here, we visualized the fate of P. aerugi-
nosa within cultured macrophages, revealing macrophage lysis driven by intracellular P.
aeruginosa. Two bacterial factors, MgtC and OprF, recently discovered to be involved in
the intramacrophage survival of P. aeruginosa, appeared to play a role in this cytotoxicity
caused by intracellular bacteria. We provided evidence that type III secretion system
(T3SS) gene expression is lowered intracellularly in mgtC and oprF mutants. We further
showed that intramacrophage P. aeruginosa uses its T3SS, specifically the ExoS effector, to
promote phagosomal escape and cell lysis. We thus describe a transient intramacrophage
stage of P. aeruginosa that could contribute to bacterial dissemination.

Introduction

Pathogenic bacteria are commonly classified as intracellular or extracellular pathogens [1].
Intracellular bacterial pathogens, such as Mycobacterium tuberculosis or Salmonella enterica,
can replicate within host cells, including macrophages. In contrast, extracellular pathogens,
such as Yersinia spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa or streptococci, avoid
phagocytosis or exhibit cytotoxicity towards phagocytic cells, to promote their extracellular
multiplication. However, recent data have emphasized that several extracellular pathogens can
enter host cells in vivo, resulting in a phase of intracellular residence, which can be of impor-
tance in addition to the typical extracellular infection. For example, although Yersinia spp. sub-
vert the functions of phagocytes from the outside, these bacteria also subvert macrophage
functions within the cell [2]. Once considered an extracellular pathogen, it is now established
that S. aureus can survive within many mammalian cell types including macrophages [3,4] and
the intramacrophage fate of S. aureus has been deciphered [5,6]. Moreover, an intracellular
phase within splenic macrophages has been recently shown to play a crucial role in initiating
dissemination of Streptococcus pneumoniae, providing a divergence from the dogma that con-
sidered this bacterial pathogen a classical example of extracellular pathogens [7].

The environmental bacterium and opportunistic human pathogen P. aeruginosa is respon-
sible for a variety of acute infections and is a major cause of mortality in chronically infected
cystic fibrosis (CF) patients. The chronic infection of P. aeruginosa and its resistance to treat-
ment is largely due to its ability to form biofilms, which relies on the production of exopolysac-
charides (EPS), whereas the type III secretion system (T3SS) is reported to play a key role in
the pathogenesis of acute P. aeruginosa infections [8]. Four T3SS effectors (ExoU, ExoS, ExoT,
ExoY) have been identified so far, ExoS being nearly always mutually exclusive with the potent
cytotoxin ExoU and more prevalent than ExoU [9-11]. ExoS has a dual function as it contains
a GTPase activating protein (GAP) domain as well as an ADP ribosyltransferase (ADPRT)
domain [10]. An intracellular step in airway epithelial cells has been proposed to occur before
the formation of biofilm during the acute phase of infection [12,13] and the intracellular stage
of P. aeruginosa within cultured epithelial cells has been fairly studied [14-16]. The principle
that P. aeruginosa is not exclusively an extracellular pathogen has been convincingly estab-
lished by the recent use of advanced imaging methods to track bacteria within epithelial cells
[17]. The T3SS, more specifically its effector ExoS, has been implicated in the formation of
membrane blebs-niche and avoidance of acidified compartments to allow bacterial
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multiplication within epithelial cells [17-19]. Concordantly, T3SS genes were recently shown
to be expressed in P. aeruginosa internalized in epithelial cells [17]. Regarding the interaction
with macrophages, P. aeruginosa has developed mechanisms to avoid phagocytosis [20]. How-
ever, P. aeruginosa has been shown to be phagocytosed by macrophages in an acute model of
infection in zebrafish embryos [21,22] and has been reported to be engulfed by alveolar macro-
phages in the lungs of mice early after pulmonary infection [23], suggesting that P. aeruginosa
may need strategies to escape macrophage killing. Although P. aeruginosa has been localized
within cultured macrophages during gentamicin protection assays [24-26], the intramacroph-
age fate of the bacteria has not been characterized and bacterial factors involved in this step
remain largely unexplored.

Bacterial survival in a particular niche requires the development of an adaptive response,
generally mediated by regulation of the bacterial genes involved in physiological adaptation to
the microenvironment. The identification of mutants lacking the ability to survive within mac-
rophages and the study of P. aeruginosa gene expression inside macrophages is critical to
determine bacterial players in this step. We have previously uncovered MgtC as a bacterial fac-
tor involved in the intramacrophage survival of P. aeruginosa [25,27]. In agreement with this
intramacrophage role, expression of Pseudomonas mgtC (PA4635) gene is induced when the
bacteria reside inside macrophages [25]. MgtC is known to promote intramacrophage growth
in several classical intracellular bacteria, including Salmonella typhimurium where it inhibits
bacterial ATP synthase and represses cellulose production [28-30], and is considered as a clue
to reveal bacterial pathogens adapted to an intramacrophage stage [30,31]. In addition, a recent
study has implicated the outer membrane protein OprF in the ability of otopathogenic P. aeru-
ginosa strains to survive inside macrophages [26]. OprF is an outer membrane porin that can
modulate the production of various virulence factors of P. aeruginosa [32,33].

In the present study, we investigated the fate of P. aeruginosa within macrophages using
wild-type PAO1 strain, which lacks ExoU, along with isogenic mgtC and oprF mutants. We
also explored, for the first time, the regulation of T3SS genes when P. aeruginosa resides inside
macrophages. The T3SS and ExoS effector, whose expression was found to be modulated by
MgtC and OprF intracellularly, were seemingly involved in this intracellular stage, playing a
role in vacuolar escape and cell lysis caused by intracellular bacteria.

Results

Intracellular P. aeruginosa can promote macrophage lysis

We previously visualized fluorescent P. aeruginosa residing within fixed macrophages [25]. To
investigate the fate of P. aeruginosa after phagocytosis in a dynamic way, we monitored macro-
phages infected with fluorescent bacteria using time-lapse live microscopy. J774 macrophages
were infected with wild-type PAOLI strain expressing GFP grown exponentially in LB medium
(Multiplicity of infection or MOI = 10). After 25 minutes of phagocytosis, several washes were
performed to remove non-internalized bacteria and gentamicin was added to kill the remain-
ing extracellular bacteria. Microscopic observation of infected macrophages up to 3 hours
showed cell lysis with increasing time (Fig 1), starting between 1.5 and 2 hours post-phagocy-
tosis, which can be attributed to intracellular bacteria as gentamicin was retained throughout
the experiment. No lysis of uninfected cells present in the same field was observed (Fig 1 and
S1 Fig), as expected from an event due to intracellular bacteria rather than extracellular bacte-
ria. The cell lysis appeared to take place within a rapid time frame of few seconds, as shown by
the movie (S1 Movie), after which the bacteria seemed to be released from the host cell. We
also infected human monocyte-derived macrophages (HMDM:s) with GFP producing PAO1
strain under similar conditions and found lysed infected cells after 2 hours of phagocytosis (S2
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Fig 1. Live imaging of macrophages infected with P. aeruginosa. ]774 macrophages were infected with PAO1 wild-type (WT) strain expressing GFP. Time
lapse imaging was started at 1.5 hrs post-phagocytosis. Cells were maintained in DMEM supplemented with gentamicin at 37°C and 5% CO, throughout
imaging. White arrows point at the cells that harbor intracellular bacteria and undergo lysis between 1.5 hrs and 3 hrs post-phagocytosis. Black arrow shows an
uninfected and unlysed cell. Scale bar is equivalent to 10 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.g001

Fig). Hence, the phenomenon of lysis of macrophages by intracellular PAOLI is not restricted
to J774 murine cell line, but is extendable to primary human macrophages.

We further examined intracellular P. aeruginosa within macrophages in more detail using
transmission electron microscopy (TEM). J774 macrophages infected with wild-type PAO1
strain, were subjected to fixation at early time post-infection (30 min after phagocytosis) or at
later time of infection (3 hrs after phagocytosis). After phagocytosis, P. aeruginosa was present
in membrane bound vacuoles inside macrophages (Fig 2A). At a later time point, some bacte-
ria could be found in the cytoplasm with no surrounding membrane, suggesting disruption of
the vacuole membrane (Fig 2B). The infected macrophage was damaged, displaying highly
condensed chromatin and membrane blebbing, and lacking pseudopodia. Healthy infected
cells were also observed, where bacteria were mostly found in vacuoles partially or totally filled
with heterogeneous electron dense material, suggesting that the vacuole has fused with lyso-
somes (Fig 2C). To confirm this, we examined the association between fluorescent PAO1 bac-
teria and the LysoTracker probe during infection using fixed macrophages. Bacteria
colocalizing with LysoTracker could be visualized (S3 Fig), thereby corroborating the TEM
observation of fusion of vacuoles with lysosomes and the localization of bacteria in acidified
compartment.

TEM analyses allowed us to conclude that wild-type PAO1 strain has the ability to reside
within vacuoles and possibly escape from the phagosome into the cytoplasm, and promote cell
damage. A rapid cell lysis event caused by intracellular P. aeruginosa visualized by live micros-
copy revealed that phagocytosed bacteria can escape from macrophage through cell lysis.

Intracellular mgtC and oprF mutants are compromised in cell lysis

Our previous results based on gentamicin protection assay on J774 infected macrophages and
counting of colony forming units (CFU) indicated that mgtC mutant (generated in the PAO1
background) survived to a lesser extent than the wild-type strain [25]. More recently, an oprF
mutant of an otopathogenic strain of P. aeruginosa was also found to be defective in intracellu-
lar survival in mouse bone marrow macrophages based on gentamicin protection assay [26].
To analyze the phenotypes of oprF mutant in the PAO1 background towards J774 macro-
phages and compare that with mgtC mutant, we used here a previously described oprF mutant
generated in PAOLI strain [25,34].

Based on the finding that intracellular P. aeruginosa can cause macrophage lysis, we devel-
oped a suitable assay using fluorescent microscopic analysis to quantify cell damage caused by
intracellular bacteria. Macrophages were infected with fluorescent bacteria, treated with
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Fig 2. Transmission electron micrographs (TEM) of P. aeruginosa within macrophages. ]774 macrophages were infected with P. aeruginosa for
30 min (A) or 3 hrs (B and C) and subjected to TEM (left panels). Black rectangles show intracellular bacteria that are shown at higher
magnification in the right panels. A. At early time after phagocytosis, most of bacteria were found inside membrane bound vacuoles (white arrows).
B. At later time, some bacteria can be observed in the cytoplasm with no surrounding membrane suggesting disruption of the vacuole membrane
(black arrows). The infected macrophage in panel B shows an abnormal morphology, with highly condensed chromatin and membrane blebbing,
but no pseudopodia. C. At later time, bacteria can also be found in vacuole partially or totally filled with heterogeneous electron dense material
(white arrows), suggesting that the vacuole has fused with lysosomes. The infected macrophage shown in panel C appears normal.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.g002

gentamicin for 2 hours after phagocytosis, fixed and stained with phalloidin-TRITC to label F-
actin and visualize macrophage morphology. A clear cortical red labeling was seen in most
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Fig 3. Visualization (A) and quantification (B) of lysed infected cells upon phalloidin labeling. GFP expressing PAO1 WT,
AmgtC and AoprF strains were used for infecting J774 macrophages. Gentamicin was added after phagocytosis and cells were fixed
at 2 hrs post-phagocytosis, stained with phalloidin and imaged with fluorescent microscope. DAPI was used to stain the nucleus.
Cells that have intracellular bacteria, but lack the phalloidin cortical label were considered as lysed by intracellular bacteria (shown
by arrows). Scale bar is equivalent to 10 pm. After imaging, infected cells were counted and percentage of lysed cells with
intracellular bacteria out of total number of cells was plotted for each strain. Error bars correspond to standard errors from three
independent experiments. At least 200 cells were counted per strain. The asterisks indicate P values (One way ANOVA, where all
strains were compared to WT using Dunnett’s multiple comparison post-test, “P <0.05 and ***P <0.001), showing statistical
significance with respect to WT.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.9003

cells, which is indicative of the plasma membrane-associated cortical actin. Few infected cells
appeared lysed due to the loss of cortical actin staining (Fig 3A), which agrees with the obser-
vation of lysed macrophages in time lapse fluorescence microscopy (Fig 1). The loss of cortical
actin staining was found to be due to internalized bacteria because upon arresting phagocyto-
sis, by treating macrophages with cytochalasin D, bacteria were not internalized and loss of
cortical actin staining was not observed (54 Fig). Hence, any delayed effect of extracellular bac-
teria occurring before gentamicin treatment or a contribution of extracellular bacteria that
would resist gentamicin treatment can be ruled out. Quantification of the number of cells
without phalloidin labelling showed highest value for cells infected with wild-type strain, inter-
mediate with mgtC mutant and lowest with oprF mutant (Fig 3B). Thus, both intracellular
mgtC and oprF mutants appeared compromised for cell lysis. This feature is not linked to a
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@'PLOS | PATHOGENS

Intramacrophage fate of Pseudomonas aeruginosa

oD

NA level normalized to r|

14

p

o
)
‘."

0.20+
0.151
0.10
0.05+

0.00-

WT

exoS

AmgtC

perV fliC
) [a)
S 0.8+ g_ 15+ ns
e s
° - kel
g £ 101 T
© ©
£ 04- £
2 2 4l
'S 0.2 0
i) *kk 5
— 200 < o
AoprF 14 WT AmgtC AoprF X WT AmgtC AoprF

Fig 4. Expression of T3SS genes in P. aeruginosa strains residing in J774 macrophages. ]774 macrophages were infected with PAO1 WT, AmgtC and AoprF
strains. After phagocytosis, cells were maintained in DMEM supplemented with gentamicin. RNA was extracted from bacteria isolated from infected
macrophages 1 hr after phagocytosis. The level of exoS, pcrV and fliC transcripts relative to those of the house-keeping gene rpoD was measured by qRT-PCR
and plotted on the Y-axis. Error bars correspond to standard errors from at least three independent experiments. The asterisks indicate P values (One way
ANOVA, where all strains were compared to WT using Dunnett’s multiple comparison post-test, *P <0.05, “*P <0.01, ***P <0.001 and ns = P >0.05 or non-
significant), showing statistical significance with respect to WT.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.g004

lower internalization rate of the mutant strains, because mgtC mutant is known to be more
phagocytosed than wild-type strain [25] and a similar trend was found for oprF mutant (not
shown). Since T3SS has been involved in the intracellular life of P. aeruginosa in other cell
types [17], we next monitored the expression of T3SS genes during the residence of bacteria
within macrophages.

Down-regulation of T3SS gene expression in mgtC and oprF mutants inside
macrophages

The P. aeruginosa oprF mutant was reported to be defective in the secretion of T3SS effectors
in liquid culture and in the production of PcrV, the T3SS needle tip protein [32,34], but the
effect of OprF on transcription of T3SS genes has not been tested so far. We thus investigated
the expression of the effector gene exoS along with the gene pcrV in oprF mutant strain in com-
parison to wild-type strain upon macrophage infection. As a control, we tested flagellin coding
gene fliC, which is not part of the T3SS regulon, but was proposed to be secreted by the T3SS
[35]. Expression of both pcrV and exoS genes was found to be remarkably reduced in the oprF
mutant (Fig 4). Strikingly, the mgtC mutant also exhibited significantly reduced expression of
these two T3SS genes (Fig 4), although to a lesser extent than the oprF mutant, indicating an
unexpected interplay between MgtC and T3SS. On the other hand, fliC expression was not
altered in both mutants.

Since we observed a decreased transcriptional level of T3SS genes in the oprF mutant, we
further examined the link between intramacrophage expression of T3SS and cell lysis in this
mutant. A recombinant plasmid allowing IPTG-inducible overproduction of ExsA, a master
transcriptional activator of T3SS genes [36], was introduced in the oprF mutant. Upon induc-
tion of exsA expression with 0.01 mM IPTG, oprF mutant promoted macrophage lysis like the
wild-type strain (S5 Fig), supporting a model whereby the effect of OprF is the result of its pos-
itive regulatory effect on T3SS expression.

To address the mechanism behind the downregulation of transcription of T3SS in oprF and
mgtC mutant strains, we evaluated the level of the second messenger c-di-GMP, as it is known
to participate in T3SS repression in P. aeruginosa [37]. The oprF mutant was already reported
to have high production of c-di-GMP in liquid culture [34]. We used a fluorescence-based
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Fig 5. Measurement of c-di-GMP level in AmgtC and AoprF mutants. PAO1 WT, AmgtC and AoprF harboring reporter plasmid pCdrA::gfp, which expresses
GFP under the control of the promoter of c-di-GMP responsive gene cdrA (A), were used to infect J774 cells and fluorescence was measured (B). After
phagocytosis, DMEM containing 300 pg/ml of amikacin was added to eliminate extracellular bacteria. Fluorescence (excitation, 485 nm and emission, 520 nm)
was measured 1 hour after phagocytosis and plotted as arbitrary units (AU). Error bars correspond to standard errors from four independent experiments. The
asterisks indicate P values (One way ANOVA, where all strains were compared to WT using Dunnett’s multiple comparison post-test, *P <0.05 and *** P
<0.001), showing statistical significance with respect to WT. (C) PAO1 WT, AmgtC and AoprF harboring reporter plasmid pCdrA::gfp, were grown in NCE
medium with varying concentration of Mg>*. After 1 hour of growth, fluorescence (excitation, 485 nm and emission, 520 nm) of the culture was measured
along with its ODgpgpm. The fluorescence was plotted as arbitrary units (AUs;0py,) after normalizing with ODgggnm. Error bars correspond to standard errors
from three independent experiments. The asterisks indicate P values showing statistical significance with respect to WT in the respective condition, using
Student’s t test (ns = P >0.05," P <0.05, **P <0.01 and ***P <0.001).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.g005

reporter (Fig 5A) that has been validated to gauge c-di-GMP level inside P. aeruginosa [38].
The pCdrA::gfp plasmid was introduced into wild-type and mutant strains, and fluorescence
was measured in infected macrophages (Fig 5B). Both oprF and mgtC mutants exhibited signif-
icantly increased activity of the cdrA promoter comparatively to wild-type strain, indicative of
higher levels of c-di-GMP than the wild-type strain. To better appreciate the differences moni-
tored within macrophages, we also measured fluorescence of strains grown in culture medium
with various magnesium concentrations (Fig 5C). The oprF mutant exhibited a two to three-
fold increase in the activity of the cdrA promoter comparatively to wild-type strain, which is in
the same range as the increase observed within macrophages (Fig 5B), and agrees with pub-
lished data obtained with this indirect strategy and direct c-di-GMP measurement [34]. Under
magnesium limitation, a condition known to induce mgtC expression, the mgtC mutant also
showed increased activity of the cdrA promoter comparatively to wild-type strain, with a two-
fold increase in the absence of Mg>*, and a minor, but significant, increase in the presence of
10 uM Mg*" (that is similar to what is observed within macrophages). On the other hand, the
level of fluorescence of wild-type strain and mgtC mutant was identical in medium supple-
mented with 1 mM Mg>*, a condition that prevents mgtC expression [25]. Taken together,
these results indicate that the production of c-di-GMP is increased relatively to wild-type
strain in both oprF and mgtC mutants, with a more pronounced effect for oprF, when bacteria
reside within macrophages, thus providing a mechanistic clue for the negative effect on T3SS
gene expression.
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using Dunnett’s multiple comparison test, ***P <0.001), showing statistical significance with respect to WT.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.9006

A T3SS mutant is defective for cell death driven intracellularly in an ExoS-
dependent manner

Given the effect of both oprF and mgtC deletions on the expression of T3SS genes within mac-
rophages, we investigated the fate of a T3SS mutant upon phagocytosis. We first used a pscN
mutant that is defective for the ATPase function of the T3SS machinery [36]. Intracellular
T3SS mutant did not induce loss of cortical phalloidin staining, as shown by fluorescent imag-
ing and subsequent quantification, indicating lack of cell lysis (Fig 6A and 6B). Thus, the phe-
notype of T3SS mutant is consistent with that of mgtC and oprF mutants and is in correlation
with their level of T3SS gene expression. We further examined the relevance of our findings to
primary human macrophages, by assessing the lysis of HMDMs driven intracellularly by wild-
type P. aeruginosa or oprF and pscN mutants. The count of intracellularly lysed cells was signif-
icantly different between wild-type and each mutant strain (Fig 7), with a similar trend to that
of 774 macrophages (Fig 3 and Fig 6), thus confirming the importance of T3SS in intracellu-
larly driven lysis of primary human macrophages as well.

To address the implication of T3SS effector proteins in this process, we used mutant strains
for individual effector genes exoS, exoT and exoY, and exoSTY triple mutant. The intracellular
lysis of macrophages was found to be reduced for the exoSTY triple mutant and to a similar
extent for the exoS mutant (Fig 6A and 6B), suggesting a major contribution of ExoS.
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Fig 7. Visualization and quantification of lysis of infected primary human macrophages driven intracellularly by P. aeruginosa strains. HMDMs were
infected with GFP expressing PAO1 WT, AoprF, and ApscN strains. After phagocytosis, cells were maintained in RPMI supplemented with gentamicin. Cells
were imaged 2 hrs post-phagocytosis after staining with phalloidin (A) and lysis was quantified (B) by counting infected cells lacking cortical labeling (indicated
by arrows). Scale bar is equivalent to 10 um. Percentage of lysed cells with intracellular bacteria out of total number of infected cells was plotted. Error bars
correspond to standard errors from two independent experiments. At least 200 cells were counted per strain. The asterisks indicate P values (One way
ANOVA, where all strains were compared to WT using Bonferroni’s multiple comparison test, ***P <0.001), showing statistical significance with respect to
WT.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.g007
Accordingly, exoT and exoY mutants behave similarly to wild-type strain (Fig 6B). Moreover,
complementation of the exoSTY mutant with exoS restored the wild-type phenotype (Fig 6C).
Although the lysis by exoS mutant strain was substantially higher than that of pscN mutant,

these results suggest that the T3SS-mediated intracellular lysis of macrophages by P. aeruginosa
relies mainly on the T3SS effector ExoS. Thus, this ExoS-dependent cytotoxic effect mediated
by intracellular bacteria differs from the classical T3SS-dependent cytotoxicity driven by extra-
cellular bacteria towards macrophages that has been reported to be mostly independent of
ExoS [39-41]. To confirm this difference between intracellular and extracellular bacteria
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mediated lysis, we measured the lactate dehydrogenase (LDH) release when infection was car-
ried out without removing extracellular bacteria. As expected, similar values were obtained for
wild-type strain and exoS mutant, whereas a pscN mutant showed significantly reduced LDH
release (S6 Fig), which agrees with the reported T3SS-dependent but ExoS independent cyto-
toxicity caused by extracellular bacteria. This is also consistent with trypan blue exclusion
assay, which monitors cell death based on penetration of a membrane impermeable dye, when
the assay is done immediately after phagocytosis (57 Fig, panel A).

ExoS possesses GAP domain as well as ADPRT domain and complementing strains retain-
ing only one of these two domains have been constructed earlier [42]. To determine which
domain of ExoS plays a role in intracellular cytotoxicity, we carried out the phalloidin-based
lysis assay using the exoSTY mutant producing either ADPRT (GAP-) or GAP (ADPRT-)
domain of ExoS. Our results clearly showed that the strain retaining GAP activity of ExoS but
lacking ADPRT activity (AexoSTY + exoS ADPRT-) could complement the phenotype to an
extent similar to the strain complemented with exoS (Fig 6C), which is also equivalent to the
wild-type. To strengthen our findings, we performed trypan blue exclusion assay after 2hrs of
gentamicin treatment post-phagocytosis. The results are consistent with phalloidin assay, sup-
porting the implication of ExoS, and more specifically its GAP domain, for macrophage death
induced by intracellular bacteria (S7 Fig, panel B). This contrasts with the results of trypan
blue exclusion assay performed immediately after phagocytosis, where a low level of T3SS-
dependent cell death is observed, but not linked to ExoS function (S7 Fig, panel A).

Hence, our results indicate that, in contrast to extracellular P. aeruginosa, intracellular P.
aeruginosa uses an ExoS-dependent T3SS mediated mechanism to promote macrophage lysis.
Moreover, only the GAP activity of ExoS is required for this process.

P. aeruginosa T3SS, oprF and mgtC mutants displayed lower vacuolar
escape than wild-type PAO1

The phagosomal environment of the macrophage is hostile for bacterial pathogens and TEM
analysis indicated that PAO1 can be found in the cytoplasm, suggesting escape from the pha-
gosomal vacuole (Fig 2B). We decided to address the intracellular role of T3SS, OprF and
MgtC in the phagosomal escape of P. aeruginosa to the cytoplasm of macrophages. To monitor
P. aeruginosa escape from phagosome, we used the CCF4-AM/p-lactamase assay that has been
developed for tracking vacuolar rupture by intracellular pathogens [43]. This assay takes
advantage of the natural production of B-lactamase by P. aeruginosa [44], which can cleave a
fluorescent B-lactamase substrate, CCF4-AM, that is trapped within the host cytoplasm.
CCF4-AM emits a green fluorescence signal, whereas in the presence of B-lactamase activity, a
blue fluorescence signal is produced. The detection of blue fluorescent cells at 2 hrs post-
phagocytosis indicated bacterial escape from the phagosome to the cytoplasm (Fig 8A). The
escape of wild-type strain was compared to that of mgtC, oprF and pscN mutants by quantify-
ing the percentage of blue fluorescent cells out of total green fluorescent cells. Wild-type strain
showed significantly higher percentage of phagosomal escape than all mutants tested (Fig 8B).
No significant difference in terms of cleavage of CCF4-AM was measured for the mutants with
respect to wild-type in liquid cultures (S8 Fig), indicating that the lower amount of blue fluo-
rescent cells with the mutants is not due to reduced production of endogenous B-lactamase. In
agreement with the finding of phagosomal escape by CCF4-AM/B-lactamase assay, ruptured
phagosomal membrane could be visualized by TEM in macrophages infected with PAO1 wild-
type strain (Fig 8C). Both exoS and exoSTY effector mutants also displayed a low percentage of
phagosomal escape, which appeared similar to that of pscN mutant (S9 Fig). These results indi-
cate that the T3SS, through the ExoS effector, plays role in the escape of P. aeruginosa from the

PLOS Pathogens | https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812  June 20, 2019 11/26



o ®
@ * PLOS | PATHOGENS Intramacrophage fate of Pseudomonas aeruginosa

% of cells with cytosolic bacteria

WT AmatC  AoprF  ApscN

Fig 8. Assessment of access of P. aeruginosa to host cytosol using phagosome escape assay. ]774 macrophages were infected with PAO1 WT, AmgtC, AoprF
and ApscN strains. After phagocytosis, cells were stained with CCF4-AM in presence of gentamicin. 2 hrs post-phagocytosis, the cells were imaged with 10X
objective using FITC and DAPI channels. Upon escape of bacteria from phagosome to the cytosol, the CCF4-AM FRET is lost, producing blue color. (A)
Representative pictures are shown with the following channels: Total cell population is shown in merged green and blue cells, whereas cells with cleaved CCF4
probe are shown in blue in the lower panel. Scale bar is equivalent to 50 um. (B) Images were analyzed and quantified by Cell Profiler software to calculate the
percentage of blue cells out of total green cells. At least 200 cells were counted per strain. Error bars correspond to standard errors from three independent
experiments. The asterisks indicate P values (One way ANOVA, where all strains were compared to WT using Dunnett’s multiple comparison post-test, **P
<0.01 and ***P <0.001), showing statistical significance with respect to WT. (C) Electron micrograph showing a disrupted vacuole membrane (white arrows)
in a macrophage infected with PAOL1 strain. The right panel shows higher magnification of the black square in the left panel.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.g008

phagosome to the cytoplasm. The effect of MgtC and OprF in this process may as well be
mediated by their effect on T3SS gene expression (Fig 4).

Cumulatively, our results support a T3SS-dependent vacuolar escape for P. aeruginosa,
leading to the localization of bacteria in the cytoplasm and cell lysis as depicted in the proposed
model (Fig 9).

Discussion

The ability of professional phagocytes to ingest and kill microorganisms is central to innate
immunity and host defense. P. aeruginosa is known to avoid being killed by phagocytes
through the destruction of immune cells extracellularly as well as avoidance of phagocytosis
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Fig 9. Model for intramacrophage fate of P. aeruginosa. Phagocytosed P. aeruginosa PAO1 first resides in a vacuole, before escaping the phagosome

and promoting macrophage lysis. This cell lysis driven by intracellular P. aeruginosa involves the T3SS and more specifically ExoS. MgtC and OprF act
positively on the expression of T3SS, possibly by reducing c-di-GMP level, a negative regulator of T3SS expression. Thereby T3SS and its effector ExoS

play a role in phagosomal escape and cell lysis. Further work will be required to address secretion of ExoS from intracellularly expressed T3SS as well as
identify host targets.

https:/doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.9009

[20]. However, P. aeruginosa has been reported to be engulfed by macrophages in animal
infection models [21-23]. In addition, P. aeruginosa has been visualized in phagocytes in cell
culture models in several studies, where MgtC and OprF have been shown to be involved in
the ability of P. aeruginosa to survive in cultured macrophages [25,26]. The virulence of P. aer-
uginosa mgtC mutant can be restored in zebrafish embryos upon macrophages depletion, sug-
gesting that MgtC acts to evade phagocytes [25]. Interestingly, a similar behavior has been
reported for a T3SS mutant in the same infection model [21]. We show here that MgtC and
OprF regulate T3SS when P. aeruginosa resides in macrophages and we describe a novel strat-
egy used by P. aeruginosa to escape from macrophages that relies on a T3SS-dependent cell
lysis induced by intracellular bacteria (Fig 9).

Using electron microscopy, we demonstrate that upon phagocytosis, P. aeruginosa PAO1
strain resides in membrane bound vacuoles, whereas a cytosolic location can be observed at
later time of infection, which corroborates the observation of an otopathogenic P. aeruginosa
clinical strain in HMDMs [26]. Microscopic analysis of live and fixed cells revealed macro-
phage lysis driven by intracellular bacteria, with J774 macrophage cell line as well as HMDMs. This
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cell lysis is a rapid process associated with the loss of cortical actin from plasma membrane. We pro-
pose that the cell lysis induced by intracellular P. aeruginosa is linked to the phagosomal escape of
bacteria as indicated by the observation of cytosolic bacteria and ruptured phagosomal membrane
by TEM as well as CCF4-AM/B-lactamase based phagosomal rupture assay.

To better characterize the P. aeruginosa factors involved in its intramacrophage fate, we
investigated intracellular expression of T3SS genes in mgtC and oprF mutants. Expression of
T3SS genes upon macrophage infection was significantly decreased in mgtC mutant and abro-
gated in oprF mutant. The production of T3SS effectors or needle component was previously
known to be altered in the oprF mutant [32,34], but a direct effect at the transcriptional level
was not investigated before. This regulation could be mediated by c-di-GMP, a known nega-
tive regulator of T3SS expression [37], as the reporter assay revealed an increased level of c-di-
GMP in both oprF and mgtC mutants upon monitoring infected macrophages, with a more
pronounced effect for oprF mutant. An increased level of c-di-GMP in oprF mutant is consis-
tent with previous results obtained in vitro [34]. The moderate, but significant, increase in the
level of c-di-GMP in mgtC mutant in macrophages with respect to wild-type strain is equivalent
to the fold increase obtained in low-Mg”* cultures. It is of interest to note that a Salmonella
mgtC mutant also exhibited increased c-di-GMP level intracellularly and under low-Mg>* con-
dition [29]. The P. aeruginosa mgtC and oprF mutants showed a moderate and a more pro-
nounced decrease, respectively, in cytotoxicity driven by intracellular bacteria and phagosomal
escape. These phenotypes could be linked to the pattern of T3SS expression in mgtC and oprF
mutants because a T3SS mutant appeared to lack cytotoxicity driven by intracellular bacteria
and showed reduced phagosomal escape. Accordingly, inducing expression of exsA gene, a mas-
ter activator of T3SS, in oprF mutant promoted macrophage lysis driven by intracellular bacteria
to a similar level to that of wild-type strain, supporting the model whereby the phenotype of
oprF mutant is the result of a negative regulation of T3SS expression.

Our data indicate that the T3SS-mediated cytotoxicity driven by intracellular P. aeruginosa
is largely dependent on the ExoS effector. ExoS, which has a dual function [10], was known to
play a role in the intracellular life of P. aeruginosa in cell types other than macrophages. The
T3SS and ExoS are indeed key factors for intracellular replication of P. aeruginosa in epithelial
cells, with a main role of the ADPRT domain in the formation of replicative niche in mem-
brane blebs [18,19,45]. ExoS and ExoT ADPRT domains also promote bacterial survival in
neutrophils [46], by having a protective role against NADPH-oxidase activity [47]. However,
the effect of T3SS towards macrophages was so far restricted to the well-known cytotoxicity
caused by extracellular P. aeruginosa [39,48-50]. In P. aeruginosa strains lacking ExoU toxin,
such as PAQL, this cytotoxicity is due to inflammasome activation, which is dependent on
T3SS translocation apparatus, but is independent of the ExoS effector [39-41,51]. Accordingly,
this T3SS-dependent ExoS-independent cytotoxity was observed in our assays when extracel-
lular bacteria were not removed. In contrast, upon removal of extracellular bacteria, a T3SS-
mediated cytotoxicity implicating ExoS was uncovered. Hence, ExoS appears to be associated
with cell damage only when it is secreted from internalized bacteria. Moreover, phagosomal
rupture assay indicated that ExoS plays role in the escape of P. aeruginosa from the phagosome
to the cytoplasm and we propose that upon phagosomal rupture, the cytoplasmic location of P.
aeruginosa induces inflammasome, possibly through the release of bacterial lipopolysaccha-
rides (LPS) in the cytoplasm, which would promote cell death. Therefore, in addition to the
inflammasome activation caused by extracellular P. aeruginosa and, as very recently described,
by intracellular T3SS-negative P. aeruginosa in the context of long-term infection [52], our
study suggests that inflammasome and subsequent macrophage death can also be caused by
intracellular T3SS-positive P. aeruginosa. Further studies will be required to characterize
inflammasome activation and pathways that lead to cell death.
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The intracellular implication of ExoS in both macrophages and epithelial cells suggests that
the intracellular life of P. aeruginosa in macrophages shares features with the intracellular life
of the pathogen in epithelial cells, even though the outcome is different. While bacteria actively
replicate in epithelial cells, within bleb niches or in the cytosol [17], replication of bacteria is
barely seen within macrophages resulting instead in cell lysis and bacterial escape from macro-
phages. Our results further indicate that the macrophage damage caused by intracellular P. ger-
uginosa is due to ExoS GAP domain, which thus differs from the reported role of the ADPRT
domain of ExoS in blebs formation associated with intracellular replication of P. aeruginosa
within epithelial cells [18,19,45]. On the other hand, the implication of GAP domain of ExoS
towards epithelial cells in promoting cell rounding, actin reorganization or cell death has not
been specifically associated with intracellular bacteria [53,54]. Although ExoS and ExoT GAP
domain have similar biochemical activities, these effectors may differ in their localization
inside host cells or they may interact with different host factors to bring about their effect. This
is supported by the fact that apoptosis is induced in epithelial cells by ExoT GAP domain, a
feature that was not reported for ExoS GAP domain [55] and by our finding that, unlike ExoS,
ExoT is not involved in the intramacrophage phenotypes. Importantly, we show that the extent
of phagosomal escape of pscN and exoSTY mutants was similar to that of exoS mutant alone,
suggesting that ExoS is the main effector protein involved in the exit of P. aeruginosa from the
phagosome. In epithelial cells, ExoS has been involved in avoidance of acidified compartment
[18,19]. Considering our findings, ExoS may allow avoidance of acidification in macrophages
and may also contribute to the vacuolar escape in epithelial cells. Further studies will be
required to decipher in more detail, the function of ExoS inside macrophages, including a bet-
ter understanding of its role in phagosomal escape and identification of its host targets within
macrophages. ExoS-positive strains represent a large number of clinical isolates but the num-
ber of ExoS-negative strains is nevertheless substantial (about one third of isolates), especially
among strains associated with bacteremia [10,11,56]. However, strains lacking ExoS usually
encode the potent cytotoxin ExoU, thus exhibiting high toxicity towards eukaryotic cells from
outside and less susceptibility to encounter an intracellular stage.

In conclusion, our results indicate that P. aeruginosa shares common feature with other so-
called extracellular pathogens, such as S. aureus, which can reside transiently within macro-
phages [4] and require bacterial factors to survive this stage [57]. The present study uncovered
bacterial factors allowing internalized P. aeruginosa to lyse macrophages. This should let bacte-
ria to evade macrophages and an important issue now is to better evaluate the contribution of
intramacrophage stage to disease outcome during P. aeruginosa infection. Survival of P. aerugi-
nosa within macrophages and subsequent bacterial release may play a role in the establishment
and dissemination of infection. There is also evidence that intracellular survival may contrib-
ute to persistence of the infection by creating a niche refractory to antibiotic action [24],
highlighting the potential importance of this overlooked phase of P. aeruginosa infection.

Materials and methods
Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains and plasmids are described in Table 1. P. aeruginosa mutant strains (all in the
PAOI1 background) have been described and phenotypically characterized previously

(Table 1). The oprF mutant (strain H636) is derived from PAO1 wild-type strain H103 [34],
which exhibits the same level of ExoS secretion under T3SS-inducing conditions as PAO]1, the
isogenic strain for mgtC and T3SS mutants (S10 Fig). P. aeruginosa was grown at 37°C in Luria
broth (LB). Growth in magnesium-defined medium was done in NCE-minimal medium [58]
supplemented with 0.1% casamino acids, 38 mM glycerol, without MgSO, or containing
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in the study.

Name Description Reference

PAO1 Laboratory collection
PAO1 AmgtC AmgtC [25]

H636 AoprF [34]

PAO1 ApscN ApscN T3SS ATPase mutant [36]

PAO1 AexoS AexoS [50]

PAOL1 AexoY AexoY [50]

PAO1 AexoT AexoT [50]

PAOL1 AexoSTY AexoSTY [50]
PAO1FA3Tox/ExoS AexoS AexoT AexoY attB::exoS [42]
PAO1FA3Tox/ExoSgap- AexoS AexoT AexoY attB::exoS-R; 46K [42]
PAO1FA3Tox/Ex0S Appr - AexoS AexoT AexoY [42]

attB::exoS-E;3;9D/Ezg,D

pRK2013 Tra*, Mob*, ColE1, Km" Laboratory collection
pMF230 GFPmut2, Amp" [59]

pTn7CdrA:gfp© Amp", Gm" [38]

pSBC6 exsA cloned in pMMB190 under control of tacp Amp" [36]

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007812.t001

10 uM or ImM MgSO,. Plasmid pMF230 expressing GFP constitutively [59] (obtained from
Addgene), was introduced in P. aeruginosa by conjugation, using an E. coli strain containing
helper plasmid pRK2013. Recombinant bacteria were selected on Pseudomonas isolation agar
(PIA) containing carbenicillin at the concentration of 300 pg/ml.

Infection of 774 macrophages

J774 cells (murine macrophage cell line J774A.1, gifted by Giséle Bourg, Inserm U 1047,
Nimes, France) were maintained at 37°C in 5% CO, in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco). The infection of
]J774 macrophages by P. aeruginosa was carried out essentially as described previously [25].
Mid-log phase P. aeruginosa grown in LB broth was centrifuged and resuspended in PBS to
infect J774 macrophages (5x10° cells/well) at an MOI of 10. After centrifugation of the 24-well
culture plate for 5 min for synchronization of infection, bacterial phagocytosis was allowed for
25 min. Cells were washed three times with sterile PBS and fresh DMEM medium supple-
mented with 400 pug/ml gentamicin was added and retained throughout the infection.

Infection of human primary macrophages

Purified monocytes isolated as described from blood of healthy donors were frozen in liquid
nitrogen [60,61]. Cells were thawed for experiment and seeded onto 24-well plates at a density
of 7x10° per well in complete culture medium (RPMI containing 10% FCS) and differentiated
into macrophages with rh-M-CSF (10 ng/ml) (purchased from Al-Immuno tools) for 7 days.
HMDMs were infected with exponentially growing P. aeruginosa cultures (ODggo = 0.8) at an
MOI of 10, as described above.

Live microscopy

J774 macrophages were seeded in ibidi u-slide (8 wells) in DMEM medium supplemented
with 10% FBS and infected with P. aeruginosa PAO1 expressing GFP as described in the
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previous section. Imaging started after 30 min of phagocytosis, when the media was changed
to DMEM supplemented with 400 pg/ml gentamicin until 3 hrs post phagocytosis. Cells were
imaged using an inverted epifluorescence microscope (AxioObserver, Zeiss), equipped with
an incubation chamber set-up at 37°C and 5% CO, and a CoolSNAP HQ2 CCD camera
(Photometrics). Time-lapse experiments were performed, by automatic acquisition of random
fields using a 63X Apochromat objective (NA 1.4). The frequency of acquisition is indicated in
figure legends. Image treatment and analysis were performed using Zen software (Zeiss).

Transmission electron microscopy

Macrophages were seeded on glass coverslips and infected as described above. Infected cells
were fixed for 4 hrs at room temperature with 2.5% gluteraldehyde in cacodylate buffer 0.1 M
pH 7.4 with 5mM CaCl,, washed with cacodylate buffer, post-fixed for 1 hr in 1% osmium
tetroxide and 1.5% potassium ferricyanide in cacodylate buffer, washed with distilled water,
followed by overnight incubation in 2% uranyl acetate, prepared in water. Dehydration was
performed through acetonitrile series and samples were impregnated in epon 118: acetonitrile
50:50, followed by two times for 1 hr in 100% epon. After overnight polymerization at 60°C,
coverslips were detached by thermal shock with liquid nitrogen. Polymerization was then pro-
longed for 48 hrs at 60°C. Ultrathin sections of 70 nm were cut with a Leica UC7 ultramicro-
tome (Leica microsystems), counterstained with lead citrate and observed in a Jeol 1200 EXII
transmission electron microscope. All chemicals were from Electron Microscopy Sciences
(USA) and solvents were from Sigma. Images were processed using Fiji software.

Colocalization of P. aeruginosa with acidic compartments

Macrophages were infected with GFP labelled P. aeruginosa as described above. After 2.5 hrs
of gentamicin treatment, infected J774 cells were washed twice with PBS and incubated with
50 nM Lysotracker red DND-99 (Molecular Probes) in DMEM for 10 min to stain lysosomes.
Cells were then washed with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS and mounted
on glass slides in Vectashield (Vector Laboratories, Inc) with 4/,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) to stain the nucleus. The slides were examined using an upright fluorescence micro-
scope (Axioimager Z2, Zeiss) equipped with an Apotome 1 for optical sectioning. A 63X
Apochromat Objective (NA 1.4) was used, transmitted light was acquired using differential
interference contrast (DIC), Fluorescein isothiocyanate (FITC) filter was used to visualize
GFP expressing bacteria and Lysotracker red fluorescence was acquired using a texas red filter
set.

Phalloidin labeling

J774 macrophages were seeded on glass coverslips and infected with GFP expressing bacteria
as described in the previous sections. For cytochalasin treatment, DMEM containing 2 pM
cytochalasin D (Sigma) was added to the macrophages 1 hour before infection and maintained
during phagocytosis. After phagocytosis, the cells were maintained in 1 pM cytochalasin D till
the end of the experiment. For untreated control, 0.2% DMSO (solvent control) in DMEM
was added to the cells before and during phagocytosis. After phagocytosis, cells were main-
tained in 0.1% DMSO. After fixation with 4% paraformaldehyde (EMS, USA) in PBS for 5
min, cells were washed once with PBS and permeabilized by adding 0.1% triton X-100 for 1
min 30 sec. Cells were then washed once with PBS and incubated with 1 pg/ml Tetramethylr-
hodamine B isothiocyanate (TRITC)-labeled phalloidin (Sigma-Aldrich) in PBS for 30 min in
dark. Cells were washed twice with PBS and coverslips were mounted on glass slides in Vecta-
shield with DAPI (Vector Laboratories, Inc). The slides were examined using an upright
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fluorescence microscope (Axioimager Z1, Zeiss) equipped with an Apotome 1 for optical sec-
tioning. A 63X Apochromat Objective (NA 1.4) was used and transmitted light was acquired
using DIC. FITC and texas red filters were used to visualize GFP expressing bacteria and phal-
loidin respectively. Cell nuclei were visulalized using DAPI filter. Images were processed using
ZEN software (Zeiss). Cells were counted manually, where infected cells lacking the phalloidin
stain were considered as lysed. Percentage of such lysed cells with intracellular bacteria out of
total number of infected cells was calculated and plotted for each strain.

Strains containing pSBC6 plasmid (expressing exsA under the control of tac promoter)
were grown before infection in LB or in LB supplemented with 0.01 mM IPTG. Because these
strains did not harbor GFP producing plasmid, the number of total cells without phalloidin
label was counted and percentage out of total number of cells was plotted. The percent of lysed
cells for wild-type strain was similar to that found with GFP positive PAO1 strain.

LDH cytotoxicity assay

The cytotoxicity was assessed by release of LDH from infected J774 macrophages infected,
using the Pierce LDH cytotoxicity assay kit (Thermo Scientific). Macrophages were infected
for 2 hrs at an MOI of 10 as described above, except that cells were seeded in a 96 well plate
and extracellular bacteria were not removed. The assay was performed on 50 ul of the culture
supernatant according to manufacturer’s instructions. LDH release was obtained by subtract-
ing the 680 nm absorbance value from 490 nm absorbance. The percentage of LDH release
was first normalized to that of the uninfected control and then calculated relatively to that of
uninfected cells lysed with Triton X-100, which was set at 100% LDH release.

Trypan Blue exclusion test of cell viability

The membrane impermeable dye Trypan Blue was used to quantify cell viability after phagocy-
tosis or after 2 hrs of gentamicin treatment following phagocytosis. Trypan Blue stain (0.4%)
was added in 1:1 ratio with PBS for 3 min at room temperature, replaced by PBS and the cells
were imaged using an optical microscope in bright field mode. Dead cells appear blue as they
take up the stain, in contrast to healthy cells that appear transparent because of the exclusion
of the dye. Cells were counted and the percentage of dead cells out of total cells (blue + color-
less) was calculated.

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

For bacterial RNA extraction from infected 774, 6.5x10° macrophages were seeded into a 100
cm?” tissue culture dish and infected at an MOI of 10 as described above. 1 hour after phagocy-
tosis, cells were washed three times with PBS, lysed with 0.1% Triton X100 and pelleted by cen-
trifugation at 13000 rpm for 10 min at 15°C. Bacteria were resuspended in 500 pl PBS and the
non resuspended cellular debris was discarded. 900 pl of RNA protect reagent (Qiagen) was
added and incubated for 5 min. The sample was centrifuged at 13000 rpm for 10 min. Bacteria
in the pellet were lysed with lysozyme and RNA was prepared with RNeasy kit (Qiagen).
Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen) was used for reverse transcription. Controls
without reverse transcriptase were done on each RNA sample to rule out possible DNA con-
tamination. Quantitative real-time PCR (q-RT-PCR) was performed using a Light Cycler 480
SYBR Green I Master mix in a 480 Light Cycler instrument (Roche). PCR conditions were as
follows: 3 min denaturation at 98°C, 45 cycles of 98°C for 5 sec, 60°C for 10 sec and 72°C for
10 sec. The sequences of primers used for RT-PCR are listed in S1 Table.
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Cyclic di-GMP reporter assay

The strains were transformed by electroporation with the plasmid pCdrA::gfp [34,38], which
expresses GFP under the control of the promoter of cdrA, a c-di-GMP responsive gene, and car-
ries a gentamicin resistance gene. Overnight cultures, grown in LB with 100 pug/ml gentamicin,
were subcultured in LB. These cultures were used to infect J774 cells seeded in a 96 well plate
(Greiner, Flat-Bottom), containing 10” cells per well with an MOI of 20 after normalizing the
inoculum to their ODgq. After phagocytosis, DMEM containing 300 pg/ml of amikacin, instead
of gentamicin, was added to eliminate extracellular bacteria, as these strains are resistant to genta-
micin. At the required time point, Tecan fluorimeter (Spark 20M) was used to measure fluores-
cence (excitation, 485 nm and emission, 520 nm) of cells at the Z point where emission peak
could be obtained in comparison to the blank. Fluorescence was plotted for each strain in terms
of arbitrary units (AU). CdrA activity of all strains was also measured in liquid cultures under
changing concentrations of magnesium. All strains, grown overnight in LB, were diluted in LB
and grown until ODgg of 0.6, washed in NCE medium without magnesium and resuspended in
NCE medium containing 1 mM, 10 pM or no magnesium for 1 hour in 96 well plate (Greiner,
Flat-Bottom). Their fluorescence (excitation, 485 nm and emission, 520 nm) and ODgyonm Were
measured. Fluorescence (AUs,0nm) Was normalized to ODgynm, and plotted for each strain.

CCFA4 fluorometric assay to monitor the escape of P. aeruginosa in host cytosol

The vacuole escape assay was adapted from the CCF4 FRET assay [43] using the CCF4-AM Live-
Blazer Loading Kit (Invitrogen) and an image-based quantification [62]. Briefly, ]774 macrophages
were seeded in 96 well plate (Greiner, Flat-Bottom), containing 5x10* cells per well. Overnight bac-
terial cultures were subcultured in LB with 50 ug/ml of ampicillin to enhance the expression of
beta-lactamase, present naturally in P. aeruginosa. Infection was carried out as mentioned in the
previous sections at the MOI of 10. After phagocytosis, the cells were washed thrice with PBS to
remove extracellular bacteria. 100 ul of HBSS buffer containing 3 mM probenecid and gentamicin
(400 pg/ml), was added in each well. The substrate solution was prepared by mixing 6 pl of
CCF4-AM (solution A), 60 pl of solution B and 934 pl of solution C. 20 pl of the substrate solution
was added to each well and the plate was incubated in dark at 37°C with 5% CO,. After 2 hrs, the
cells were imaged as described in the Live Imaging section, using a 10X objective. FITC and DAPI
channels were used to visualize CCF4-FRET (Green) and loss of FRET (Blue) respectively. Each
sample was taken in triplicate and image acquisition was performed by automated random acqui-
sition. Images were analyzed by Cell Profiler software to calculate the number of blue and green
cells. The threshold for detection of blue signal by the software was normalized to uninfected con-
trol i.e. no blue cells could be detected in the uninfected control. The percentage of blue cells, rep-
resenting the cells with cytosolic bacteria, out of total green cells was plotted. All strains were
tested for their ability to cleave CCF4 in vitro, before carrying out the vacuole rupture assay. Over-
night cultures grown in LB were subcultured at the ratio of 1:20 in LB with 100 pg/ml of ampicil-
lin. After 2 hours of growth, the cultures were centrifuged and resuspended in PBS. 100 pl of this
was aliquoted in 96 well plate (Greiner, Flat-Bottom) and 20 pl of CCF4 substrate solution (A+B
+C) was added. Tecan fluorimeter (Spark 20M) was used to measure fluorescence (excitation, 405
nm and emission, 450 nm) using PBS as blank. Blue fluorescence (AU 50,m) Was observed for all
strains and none of the mutants exhibited significantly lower value than the wild-type strain.

Ethics statement

Monocytes were issued from blood of anonymous donors obtained from the French blood
bank (Etablissement Francais du Sang, approval EFS-OCPM n° 21PLER2018-0057).
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Supporting information

S1 Fig. Live imaging of macrophages infected with P. aeruginosa. J774 macrophages were
infected with PAO1 wild-type strain expressing GFP. Time lapse imaging was started at 1.5 hrs
post-phagocytosis. Cells were maintained in DMEM supplemented with gentamicin, at 37°C
and 5% CO, throughout imaging. White arrows point at infected cells that undergo lysis,
whereas black arrows indicate uninfected cells that do not lyse. Images were taken between 1.5
hrs and 3 hrs post-phagocytosis as shown on the panels. Scale bar is equivalent to 10 pm.
(PDF)

S2 Fig. Live imaging of primary human macrophages infected with P. aeruginosa. HMDMs
were infected with PAO1 wild-type (WT) strain expressing GFP. Time lapse imaging was
started at 1.5 hrs post-phagocytosis. Cells were maintained in RPMI supplemented with genta-
micin at 37°C and 5% CO, throughout imaging. White arrows point at the cells that harbor
intracellular bacteria and undergo lysis between 1.5 hrs and 3 hrs post-phagocytosis. Black
arrow shows an uninfected and unlysed cell. Scale bar is equivalent to 20 um.

(PDF)

S3 Fig. Colocalization of P. aeruginosa with a probe that labels acidic compartments. J774
macrophages were infected with PAO1 expressing GFP. After 2.5 hrs of gentamicin treatment,
infected J774 cells were incubated with Lysotracker for 10 min, a red fluorescent weak base
that accumulates in acidic compartments. Cells were then fixed and imaged with fluorescence
microscope. (A) The image shows individual panels for Differential Interference Contrast
(DIC), lysosomal compartment (red), bacteria expressing GFP (green), the nucleus (blue) and
merged image of all channels. The solid arrow shows colocalization of bacteria with lysotracker
and dashed arrow shows non-colocalization. Scale bar is equivalent to 5 pm. (B) 3D-recon-
structed image of the same area of (A).

(PDEF)

S4 Fig. Visualization (A) and quantification (B) of lysed infected cells upon cytochalasin
D treatment. GFP expressing PAO1 was used for infecting J774 macrophages. DMEM con-
taining 2 uM cytochalasin D was added to the macrophages 1 hour before infection and main-
tained during phagocytosis. After phagocytosis, cells were maintained in 1 uM cytochalasin D
in DMEM supplemented with gentamicin till the end of the experiment. 0.2% DMSO in
DMEM was added to the cells as solvent control before and during phagocytosis. After phago-
cytosis, cells were maintained in 0.1% DMSO in DMEM with gentamicin, fixed 2 hrs post-
phagocytosis, stained with phalloidin and imaged with fluorescent microscope. DAPI was
used to stain the nucleus. Cells that have intracellular bacteria, but lack the phalloidin cortical
label, were considered as lysed by intracellular bacteria (shown by arrows). Scale bar is equiva-
lent to 10 um. Percentage of lysed cells with intracellular bacteria out of total number of cells
was plotted. Error bars correspond to standard errors from two independent experiments.
Atleast 200 cells were counted per strain. The asterisks indicate P values (Student’s t-test,

**P <0.01), showing statistical significance with respect to DMSO control.

(PDEF)

S5 Fig. Quantification of dying cells infected with P. aeruginosa strains overexpressing
exsA. PAO1 WT, AoprF, PAO1 WT + pexsA and AoprF + pexsA strains were used for infecting
J774 macrophages. Expression of exsA was induced by adding 0.01 mM IPTG for the strains
PAO1 WT + pexsA and AoprF + pexsA. Gentamicin was added after phagocytosis and cells
were fixed at 2 hrs post-phagocytosis, stained with phalloidin and imaged with fluorescent
microscope. DAPI was used to stain the nucleus. Cells that lacked the phalloidin cortical label
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were considered as lysed by intracellular bacteria. After imaging, percentage of lysed cells out
of total number of cells was plotted for each strain. Error bars correspond to standard errors
from at least three independent experiments. At least 200 cells were counted per strain. The
asterisks indicate P values (One way ANOVA, where all strains were compared to each other
using Bonferroni’s multiple comparison post-test, **P <0.01 and ns = P >0.05), showing sta-
tistical significance with respect to WT.

(PDF)

S6 Fig. Quantification of cell lysis driven by extracellular bacteria. Release of LDH was mea-
sured from J774 macrophages infected for 2 hrs with PAO1 WT, ApscN, AexoS and AexoSTY
strains to quantify the cytotoxicity. The percentage of LDH release was calculated relatively to that
of total uninfected cells lysed with Triton X-100, which was set at 100% LDH release. Error bars
correspond to standard errors (SE) from at least four independent experiments. The asterisks
indicate P values (One way ANOVA, where all strains were compared to WT using Dunnett’s
multiple comparison post-test, “* P <0.01), showing statistical significance with respect to WT.
(PDF)

S7 Fig. Quantification of lysed cells by staining with Trypan Blue. ]774 macrophages were
infected with the strains as indicated. After phagocytosis, cells were maintained in DMEM sup-
plemented with gentamicin. Cells were stained with trypan blue at (A) 30 min or (B) 2 hrs
post-phagocytosis and imaged. Lysed cells were quantified by counting cells stained with try-
pan blue and the percentage of lysed cells out of total number of cells was plotted. Error bars
correspond to standard errors from at least three independent experiments. At least 400 cells
were counted per strain. The asterisks indicate P values (One way ANOVA, where all strains
were compared to WT using Dunnett’s multiple comparison test, *P <0.05, **P <0.01 and
***P <0.001), showing statistical significance with respect to WT.

(PDF)

S8 Fig. Assessment of B-lactamase activity in liquid culture. PAO1 WT, AmgtC, AoprF,
ApscN, AexoS and AexoSTY strains grown in presence of ampicillin, were incubated with
CCF4-AM for 1 hour. The blue fluorescence generated as a result of loss of FRET of CCF4 was
measured (excitation, 420 nm and emission, 450 nm) and plotted as arbitrary units (AU).
Error bars correspond to standard errors from four independent experiments. All strains were
compared to WT using One way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison post-test. No sig-
nificant difference was found between the mutant strains and WT.

(PDF)

S9 Fig. Phagosome escape assay of T3SS mutants. ]774 macrophages were infected with
PAO1 WT, ApscN, AexoS and AexoSTY strains. After phagocytosis, cells were stained with
CCF4-AM in presence of gentamicin. 2 hrs post-phagocytosis, the cells were imaged with 10X
objective using FITC and DAPI channels. Upon escape of bacteria from phagosome to the
cytosol, the CCF4-AM FRET is lost, producing blue color. Images were analyzed and quanti-
fied by Cell Profiler software to calculate the percentage of blue cells out of total green cells. At
least 200 cells were counted per strain. Error bars correspond to standard errors from four
independent experiments. The asterisks indicate P values (One way ANOVA, where all strains
were compared to WT using Dunnett’s multiple comparison post-test, “P <0.05), showing sta-
tistical significance with respect to WT.

(PDF)

$10 Fig. Comparison of secreted protein profiles and ExoS production under T3SS-induc-
ing conditions in two PAO1 strains. Immunodetection of the ExoS effector in culture
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supernatant of PAO1 and PAO1 H103 (isogenic WT strain for oprF mutant) grown in expo-
nential phase at 37°C under T3SS-inducing (- Ca®") or non-inducing (+ Ca®") conditions.
The bacterial culture supernatant (equivalent of 1 ODgg, unit) was loaded on an SDS gel con-
taining 10% polyacrylamide. As control, cellular fraction (equivalent of 0.1 ODgg, unit) was
loaded. Upper panels show Western blot using anti-ExoS antibodies (Soscia et al., 2007; doi:
10.1128/JB.01677-06) and lower panels show Coomassie stained gels.

(PDF)

S1 Movie. Live microscopy movie imaging cell lysis in real time. ]774 macrophages were
infected with PAO1 WT strain expressing GFP. Cells were maintained in DMEM supple-
mented with gentamicin, at 37°C and 5% CO, throughout imaging. Imaging was started at 3
hrs post-phagocytosis and continued for 10 min with interval of 30 sec between frames. The
time frame is displayed in the movie in the format of minutes:seconds:milli seconds. The
movie shows quick lysis of macrophages harboring intracellular bacteria occurring within a
minute.

(MOV)

S§1 Table. List of primers used for RT-PCR.
(PDF)
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S1 Fig. Live imaging of macrophages infected with P. aeruginosa. J774 macrophages were infected with PAO1 wild-type strain
expressing GFP. Time lapse imaging was started at 1.5 hrs post-phagocytosis. Cells were maintained in DMEM supplemented with
gentamicin, at 37 °C and 5% CO, throughout imaging. White arrows point at infected cells that undergo lysis, whereas black arrows
indicate uninfected cells that do not lyse. Images were taken between 1.5 hrs and 3 hrs post-phagocytosis as shown on the panels. Scale
bar is equivalent to 10 pm.



S2 Fig. Live imaging of primary human macrophages infected with P. aeruginosa. HMDMs were infected with
PAOI1 wild-type (WT) strain expressing GFP. Time lapse imaging was started at 1.5 hrs post-phagocytosis. Cells were
maintained in RPMI supplemented with gentamicin at 37°C and 5% CO, throughout imaging. White arrows point at the
cells that harbor intracellular bacteria and undergo lysis between 1.5 hrs and 3 hrs post-phagocytosis. Black arrow
shows an uninfected and unlysed cell. Scale bar is equivalent to 20 pm.



LysoTracker

S3 Fig. Colocalization of P. aeruginosa with a probe that labels acidic compartments. J774 macrophages were infected with PAO1
expressing GFP. After 2.5 hrs of gentamicin treatment, infected J774 cells were incubated with Lysotracker for 10 min, a red fluorescent
weak base that accumulates in acidic compartments. Cells were then fixed and imaged with fluorescence microscope. (A) The image shows
individual panels for Differential Interference Contrast (DIC), lysosomal compartment (red), bacteria expressing GFP (green), the nucleus
(blue) and merged image of all channels. The solid arrow shows colocalization of bacteria with lysotracker and dashed arrow shows non-
colocalization. Scale bar is equivalent to 5 pm. (B) 3D-reconstructed image of the same area of (A).
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S4 Fig. Visualization (A) and quantification (B) of dying infected cells upon cytochalasin D treatment. GFP expressing PAO1 used
for infecting J774 macrophages. DMEM containing 2 uM cytochalasin D was added to the macrophages 1 hour before infection and
maintained during phagocytosis. After phagocytosis, cells were maintained in 1 puM cytochalasin D in DMEM supplemented with
gentamicin till the end of the experiment. 0.2 % DMSO in DMEM was added to the cells as solvent control before and during
phagocytosis. After phagocytosis, cells were maintained in 0.1 % DMSO in DMEM with gentamicin, fixed 2 hrs post-phagocytosis,
stained with phalloidin and imaged with fluorescent microscope. DAPI was used to stain the nucleus. Cells that have intracellular
bacteria, but lack the phalloidin cortical label, were considered as lysed by intracellular bacteria (shown by arrows). Scale bar is
equivalent to 10 um. Percentage of lysed cells with intracellular bacteria out of total number of cells was plotted. Error bars correspond
to standard errors from two independent experiments. At least 200 cells were counted per strain. The asterisks indicate P values
(Student’s t-test, **P <0.01), showing statistical significance with respect to DMSO control.
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S5 Fig. Quantification of dying cells infected with P. aeruginosa strains overexpressing exs4. PAO1
WT, AoprF, PAO1l WT + pexsA and AoprF + pexsA strains were used for infecting J774 macrophages.
Expression of exs4 was induced by adding 0.01 mM IPTG for the strains PAO1 WT + pexs4 and AoprF +
pexsA. Gentamicin was added after phagocytosis and cells were fixed at 2 hrs post-phagocytosis, stained
with phalloidin and imaged with fluorescent microscope. DAPI was used to stain the nucleus. Cells that lack
the phalloidin cortical label were considered as lysed by intracellular bacteria. After imaging, percentage of
lysed cells out of total number of cells was plotted for each strain. Error bars correspond to standard errors
from at least three independent experiments. At least 200 cells were counted per strain. The asterisks
indicate P values (One way ANOVA, where all strains were compared to each other using Bonferroni’s
multiple comparison post-test, **P <0.01 and ns = P >0.05), showing statistical significance with respect to
WT.
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S6 Fig. Quantification of cell lysis driven by extracellular bacteria. Release of LDH was measured from
J774 macrophages infected for 2 hrs with PAO1 WT, ApscN, AexoS and AexoSTY mutant strains to quantify
the cytotoxicity. The percentage of LDH release was calculated relatively to that of total uninfected cells
lysed with Triton X-100, which was set at 100% LDH release. Error bars correspond to standard errors (SE)
from at least four independent experiments. The asterisks indicate P values (One way ANOVA, where all
strains were compared to WT using Dunnet’s multiple comparison post-test, **P <0.01), showing statistical
significance with respect to WT.



30+
o 304 ®
=} =
rel o]
€ &
S o
> ey
= 20 += 20+
£ £
2 2
3 3
£ £ *
3 3
0 10+ » 10+
2 2
S 3
—
S) . 5
=3
& 0 O\o *kk
i 0-
WT  ApscN  AexoS Aexo  Aexo Aexo Aexo WT  ApscN AexoS Aexo  Aexo Aexo Aexo
§TY STV STY  STY P STY STY STy  STY
+ + + +
exoS exoS exoS
exoS exoS exoS
GAP- ADPRT- GAP. ADPRT-

S7 Fig. Quantification of lysed cells by staining with Trypan Blue. J774 macrophages were
infected with the strains as indicated. After phagocytosis, cells were maintained in DMEM
supplemented with gentamicin. Cells were stained with trypan blue at (A) 30 min or (B) 2 hrs post-
phagocytosis and imaged. Lysed cells were quantified by counting cells stained with trypan blue and
the percentage of lysed cells out of total number of cells was plotted. Error bars correspond to
standard errors from at least three independent experiments. At least 400 cells were counted per strain.
The asterisks indicate P values (One way ANOVA, where all strains were compared to WT using
Dunnet’s multiple comparison test, *P <0.05, **P <0.01 and ***P <0.001), showing statistical
significance with respect to WT.
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S8 Fig. Assessment of B-lactamase activity of P. aeruginosa strains in liquid culture. PAO1 WT, AmgtC,
AoprF, ApscN, AexoS and AexoSTY strains grown in presence of ampicillin, were incubated with CCF4-AM for 1
hour. The blue fluorescence generated as a result of loss of FRET of CCF4 was measured (excitation, 420 nm and
emission, 450 nm) and plotted as arbitrary units (AU). Error bars correspond to standard errors from four
independent experiments. All strains were compared to WT using One way ANOVA, Dunnet’s multiple
comparison post-test. No significant difference was found between the mutant strains and WT.
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S9 Fig. Phagosome escape assay of T3SS mutants. J774 macrophages were infected with PAO1 WT,
ApscN, AexoS and AexoSTY strains. After phagocytosis, cells were stained with CCF4-AM in presence
of gentamicin. 2 hours post-phagocytosis, the cells were imaged with 10X objective using FITC and
DAPI channels. Upon escape of bacteria from phagosome to the cytosol, the CCF4-AM FRET is lost,
producing blue color. Images were analyzed and quantified by Cell Profiler software to calculate the
percentage of blue cells out of total number of green cells. At least 200 cells were counted per strain.
Error bars correspond to standard errors from four independent experiments. The asterisks indicate P
values (One way ANOVA, where all strains were compared to WT using Dunnet’s multiple
comparison post-test , *P <0.05), showing statistical significance with respect to WT.
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S10 Fig. Comparison of secreted protein profiles and ExoS production under T3SS-inducing
conditions in two PAO1 strains. Immunodetection of the ExoS effector in culture supernatant of
PAOI (S. Bleves) and PAO1 H103 (isogenic WT strain for oprF mutant) grown in exponential phase
at 37°C under T3SS-inducing (— Ca") or non-inducing (+ Ca?") conditions. The bacterial culture
equivalent of 0.1 or 1 ODy, unit was loaded on an SDS gel containing 10% polyacrylamide. As
control, cellular fraction (equivalent of 0.1 ODy, unit was loaded). Upper panels show Western blot
using anti-ExoS antibodies (Soscia et al., 2007; doi: 10.1128/JB.01677-06) and lower panels show
Coomassie stained gels.




S1 Table. List of primers used for RT-PCR.

RT primers Sequence

rpoD-RT-fwd 5’-GGGCGAAGAAGGAAATGGTC-3’
rpoD-RT-rev 5’-CAGGTGGCGTAGGTGGAGAA-3’
exoS-RT-fwd 5’-GCCTTGTCGAGTCCCTTCAA-3’
ex0S-RT-rev 5’-CTTCGTGGCGATCATGGACT-3’
pcrV-RT-fwd 5’-TGGGTCTGCAGGACATCCTT-3’
perV-RT-rev 5’-AACGACTGGAACAAGCCCTAC-3’
JUC-RT-fwd 5’-CCTGCAGAAAGAAGTCGCTG-3’

JUiC-RT-rev

5’-GTTGCTGCCGACCTGGTAA-3’




2.2 Role d’OprF dans la résistance de P. aeruginosa a I'action bactéricide du
macrophage au cours de l'infection aigué

2.2.1 Résumé de I'article 3

Le macrophage est en lere ligne de la défense immunitaire innée, et de plus en plus d’évidences
indiquent que P. aeruginosa peut avoir une phase intracellulaire transitoire qui pourrait étre

importante dans I’échappement/ dissémination de la bactérie.

La principale porine de la membrane externe de P. aeruginosa, OprF, est impliquée dans le stade
intramacrophagique de P. ageruginosa, et I'’étude du mutant oprF est un bon moyen pour
comprendre l'importance de cette étape durant l'infection. Dans I'étude actuelle, nous avons
d’abord montré que le défaut de survie intramacrophagique du mutant oprF de P. aeruginosa dans
les macrophages en culture, est corrélé avec une association élevée des bactéries avec les
compartiments cellulaires acides. La virulence du mutant oprF a auparavant été testée dans la
plante et le ver, et nous évaluons ici son effet dans un modeéle vertébré possédant des macrophages

fonctionnels.

Nous avons pris avantage des outils accessibles dans I'embryon de poisson-zebre pour étudier le
comportement du mutant oprF in vivo. Le mutant oprF de P. aeruginosa est atténué dans le modeéle
d’infection aigué d’embryon de poisson-zébre, et cette atténuation est dépendante de la présence
des macrophages. Le traitement des embryons avec la bafilomycine, un inhibiteur d’acidification,
fait augmenter la sensibilité des embryons a l'infection par la souche sauvage et le mutant oprF, et
supprime partiellement I'atténuation du mutant oprF, suggérant qu’in vivo I'augmentation de la
sensibilité a I'acidification au niveau du macrophage n’est pas seule responsable de I'atténuation

du mutant oprF.

La phagocytose par le macrophage des deux souches, sauvage et mutant oprF, a été visualisée en
temps réel, apres injection de P. aeruginosa. Le mutant oprF semble étre plus efficacement éliminé
par les macrophages que la souche sauvage. Pris ensemble, ces résultats mettent en avant la
contribution des macrophages dans I’élimination de P. aeruginosa durant I'infection aigué et le réle

d’OprF dans la protection de P. aeruginosa contre la clairance par les macrophages.
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2.2.2 Article 3 — Pseudomonas aeruginosa OprF plays a role in resistance to
macrophage clearance during acute infection
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Abstract

While considered an extracellular pathogen, Pseudomonas aeruginosa has been
reported to be engulfed by macrophages in cellular and animal models. P. aeruginosa fate has
been investigated within cultured macrophages, revealing vacuolar escape and macrophage
lysis driven by intracellular bacteria. The major outer membrane porin OprF has been shown to
be involved in the intramacrophage stage of P. aeruginosa and the study of an oprF mutant
provides a tool to better understand the relevance of this stage. In the present study, we first
showed an intramacrophage survival defect of P. aeruginosa oprF mutant in cultured
macrophages, which is correlated with elevated association of bacteria with acidic
compartments. The virulence of P. aeruginosa oprF mutant was previously addressed in plants
and worms and we now investigated its behavior in zebrafish (Danio rerio) embryo, a vertebrate
model that harbors functional macrophages and offers powerful tools to address macrophage-
pathogen interactions. P. aeruginosa oprF mutant is attenuated in zebrafish embryos in a
macrophage-dependent manner. Visualization of bacteria and macrophages in real-time after
local injection of P. aeruginosa indicated that the oprF’ mutant is more efficiently cleared by
macrophages than wild-type bacteria. Moreover, treatment of embryos with bafilomycin, an
inhibitor of acidification, increased the sensibility of embryos towards both wild-type and oprF
mutant, and partially suppressed the attenuation of oprF mutant. Taken together, our results
highlight the contribution of macrophages in the clearance of P. aeruginosa during acute
infection and suggest that OprF protects P. aeruginosa against macrophage clearance, in part

by resisting/avoiding acidified phagosomes.



Introduction

The environmental bacterium and opportunistic human pathogen P. aeruginosa is responsible
for a variety of acute infections and is a major cause of mortality in chronically infected cystic
fibrosis (CF) patients. Recent data have emphasized that the extracellular pathogen P.
aeruginosa can enter host cells in vivo, resulting in a phase of intracellular residence, which can
be of importance in addition to the typical extracellular infection. The intracellular stage of P.
aeruginosa within cultured epithelial cells has been fairly studied (1-3) and has been
convincingly established by the recent use of advanced imaging methods to track bacteria
within epithelial cells (4). More recently, P. aeruginosa has been also localized within cultured
macrophages during gentamicin protection assays (5-7), and the intramacrophage fate of the
bacteria and bacterial factors involved in this step have been investigated (6). MgtC and OprF
have been uncovered as bacterial factors involved in the intramacrophage survival of P.
aeruginosa (6-8). Our work recently established that MgtC and OprF modulates at the
transcriptional level expression of T3SS and ExoS, which appear as key players in the
intramacrophage life of P. aeruginosa, allowing internalized bacteria to escape phagosomes
and promote macrophages lysis (9). Consistent with this finding, OprF was shown to modulate
the production of PcrV and the secretion of ExoT and ExoS toxins in an ExsA-dependent

manner (10, 11).

OprF is a major outer membrane porin that is involved in maintenance of cell structure,
outer membrane permeability, environmental sensing, adhesion, biofilm formation and
virulence (12, 13). In addition to modulate the secretion of T3SS effectors, OprF can modulate
the production of the quorum-sensing-dependent virulence factors pyocyanin, elastase, lectin
PA-1L, and exotoxin A (10). Accordingly, in the oprF mutant, production of the quorum-

sensing signal molecules was reduced or delayed (10, 12). The virulence of oprF mutant has



been shown to be drastically reduced in two eukaryote model organisms, the Belgian endive
(Cichorium intylus) and the nematode C. elegans. The virulence defect of the oprF’ mutant strain
cannot be attributed to a growth or viability defect (10). However, reduction in the cytotoxicity
was observed for the oprF mutant on various cultivated mammalian cell lines, including

epithelial cells and macrophages (7, 10).

In the present study, we explored the behavior of an oprF’ mutant in relation with
intramacrophage survival during P. aeruginosa acute infection. We first investigated the
behavior of oprF mutant strain in cultured macrophages and then moved to an animal model
that has functional macrophages, the zebrafish embryo infection model. P. aeruginosa has been
shown to be phagocytosed by macrophages upon acute infection in zebrafish embryos (14, 15)
and this model appears as a vertebrate model of choice to study the role of P. aeruginosa
macrophage survival factors in vivo. Our results highlight the contribution of macrophages in
the clearance of P. aeruginosa during acute infection and further support the contribution of

OprF in escape to macrophage killing.

Results

The intramacrophage survival defect of P. aeruginosa oprF mutant is correlated with

elevated association of bacteria with acidic compartments

An oprF mutant in an otopathogenic P. aeruginosa strain was found to be more sensitive to
macrophage killing than the wild-type strain upon infection of mouse bone marrow
macrophages (7). In a previous study, we have used an oprF mutant in the PAO1 background
(6, 11) to address the cytotoxicity driven by phagocytosed bacteria (9). Here, we used the same

mutant to quantify intracellular bacteria after phagocytosis. J774 macrophages were infected



with wild-type PAO1 and oprF mutant strains expressing constitutively GFP grown
exponentially in LB medium (Multiplicity of infection or MOI=10). After 25 minutes of
phagocytosis, several washes were performed to remove adherent bacteria and gentamicin was
added to kill extracellular bacteria. Microscopic observation of infected macrophages was done
after 20 minutes or 2.5 hours of gentamicin treatment (Fig. 1A). The number of bacteria per
macrophage was quantified and classified in three groups (Fig. 1B). At the latest time,
macrophages infected with oprF’ mutant were found to harbor less bacteria than macrophages
infected with wild-type strain. This result confirms that OprF plays a role in the survival of P.

aeruginosa PAO1 inside macrophages.

We further examined intracellular P. aeruginosa wild-type and oprF mutant within
macrophages in more detail using transmission electron microscopy (TEM). J774 macrophages
infected with wild-type PAOI strain or oprF mutant were subjected to fixation after
phagocytosis. At early time post-infection, wild-type P. aeruginosa was present in membrane
bound vacuoles inside macrophages, as reported (9) (Fig. 2A, upper panels). For the oprF
mutant, most bacteria were found in vacuoles partially or totally filled with heterogeneous
electron dense material, suggesting that the vacuole has fused with lysosomes (Fig. 2A, lower
panels). In the course of TEM analysis of J774 macrophages infected by wild-type PAO1 strain,
we noticed the presence of vesicles in the vacuolar space along the phagosomal membrane.
These vesicles seemed issued from bacteria and were often lying along the phagosomal
membrane (Fig. 2B, upper panels). Because OprF is a major component of outer membrane
vesicles (OMVs) (16), we investigated whether such bacterial vesicles were also present in the
oprF mutant. Vesicles were clearly produced from oprF mutant as well and found associated

with the phagosomal membrane (Fig. 2B, lower panel).

To quantify the association between bacteria and acidic compartments such as

phagolysosomes, we examined the association between fluorescent PAO1 wild-type and oprF
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mutant bacteria and the LysoTracker probe during infection using fixed macrophages. Bacteria
colocalizing with LysoTracker could be visualized (Fig. 3A) and quantified (Fig. 3B). A
significantly higher percentage of bacteria colocalizing with LysoTracker red marker was
observed in macrophages infected with oprF mutant (~75%) comparatively to wild-type strain
(~45%). This increased localization of oprF mutant in acidified compartments corroborates the

TEM observation of localization of AoprF bacteria in phagolysosomes.

Taken together, this results suggest that the intramacrophage survival defect of oprF

mutant is associated with higher localization with acidified compartments.

OprF is important for P. aeruginosa virulence in the Danio rerio infection model in a

macrophage-dependent manner

We evaluated the role of OprF in P. aeruginosa virulence in the zebrafish (Danio rerio) embryo
model. This model, which has been used for various intracellular and extracellular bacterial
pathogens, is a model of choice to investigate the contribution of cells from the innate immune
system during infection (17, 18). Bacteria producing GFP constitutively were injected
intravenously in the caudal vein of embryos at 50 hours post-fertilization (Fig. 4A). The survival
curves of infected embryos indicate that OprF is a critical virulence determinant in this model
as well since the oprF mutant is significantly attenuated as compared to the wild-type PAO1
strain (Figure 4B, left graph). In addition, fluorescence microscopy of infected embryos (20
hours post-infection) showed a lower bacterial burden with oprF mutant than wild-type strain

(Fig. 4C), which can be quantified (Fig. 4D).

To evaluate the contribution of macrophages in the attenuated phenotype of oprF

mutant, we took advantage on the fact that macrophages can be depleted from zebrafish



embryos with a validated method that uses liposome-encapsulated clodronate (LipoCld) (19,
20). Macrophage-depleted zebrafish embryos have been shown to be highly sensitive to P.
aeruginosa infection (6, 14). We have carried out experiments with tg(mfap4.mCherry-F)
embryos where macrophages are visualized as red cells (21), which allows to check macrophage
depletion upon LipoCld injection (Fig. 4C). Interestingly, the survival curve of macrophage-
depleted embryos shows a dramatic increase in the virulence of oprF mutant strain, which kills
all embryos as the wild-type strain (Fig. 4B, right graph). Thus, macrophage depletion
suppresses mostly the difference between wild-type and mutant strain. In agreement with this
findings, bacterial burden was high and not significantly different for both wild-type and mutant

strains in the context of macrophage depletion (Fig. 4C and Fig. 4D).

Taken together, these results indicate that macrophages play a crucial role in the
attenuation of oprF mutant and that OprF may play a role to prevent bactericidal action of

macrophages during acute infection.

Visualisation of phagocytosis of wild-type and oprF mutant upon infection and

contribution of phagosomal acidification on the outcome of infection

Confocal microscopy after local injection into closed cavities, such as hindbrain ventricle
(HBV), allows to visualize recruited macrophages and bacteria phagocytosed by macrophages
close to the site of injection. Upon HBV infection (Fig. 5A), a large number of bacteria remain
extracellular 2 hours after infection but both wild-type and oprF mutant bacteria can be
visualized within macrophages (Fig. 5B). The oprF mutant appeared to be associated with
higher bacterial phagocytosis in some cases (Fig. 5B), but a variability is observed between
individuals (Fig. S1). To better analyze macrophage recruitment and phagocytosis of bacteria

in real-time, a time lapse experiment was performed during 3 hrs on five embryos for each
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strain. To facilitate image acquisition, bacteria were injected in the muscle (Fig. 5C). The
recruitment of macrophages to phagocyted AoprF bacteria can be clearly observed, both for
clustered bacteria and isolated bacteria (Fig. S2). The clearance of oprF mutant by macrophages
appeared to be more efficient than the one of wild-type strain (Fig. 5D), which could be related

to a higher rate of phagocytized bacteria for oprF mutant comparatively to wild-type strain.

Because oprF’ mutant attenuation in zebrafish is dependent on the presence of
macrophages and because the oprF’ mutant colocalizes more frequently than wild-type strain
with acidic compartments in infected macrophages, we hypothesized that decreasing
phagosomal acidification in zebrafish embryos may alleviate the attenuation of oprF mutant.
The acidification of the phagosome is dependent on the activity of the host vacuolar ATPase,
which can be specifically inhibited by the inhibitor bafilomycin Al (22). Bafilomycin was
added to the larvae by balneation as reported earlier (23) to test macrophage-intrinsic
phagosomal maturation as a microbicidal effector mechanism in zebrafish larvae. The survival
of wild-type strain and oprF mutant was significantly reduced in the presence of bafilomycin,
supporting the idea that phagosomal acidification is important for host defense (Fig. 6 A-B).
We reasoned that if defective lysosomal tolerance contributes to oprF mutant attenuation, then
bafilomycin should enhance oprF mutant growth more than wild-type. This is partially the case,
since the virulence of oprF mutant is greatly increased in the presence of bafilomycin (Fig 6B).
Imaging and quantification of bacterial burden was done in one experiment (Fig. 6C). In this
experiment, the number of fluorescent pixels for the oprF mutant was clearly increased in the
presence of bafilomycin, supporting the finding that acidification contributes to limit the growth

of oprF mutant in non-treated embryos.

Cumulatively, these results suggest that OprF acts by protecting P. aeruginosa against
macrophages clearance during acute infection, in part by resisting/avoiding acidified

phagosomes.



Discussion

Recent studies support the ability of P. aeruginosa to reside, at least transiently, in macrophages
and bacterial factors that play a role in the intramacrophage stage, such as OprF, are starting to
be identified. However, their role towards macrophage bactericidal action remains mostly
elusive. In the present study, we have taken advantage of the zebrafish embryo model and orpF
mutant to better understand how P. aeruginosa resist to macrophage clearance during acute

infection.

Using cultured macrophages, we first showed that oprF’ mutant exhibited higher
association with acidified compartments, identified as phagolysosomes with TEM, than the
wild-type strain. This result was correlated with a lower number of intracellular bacteria 3 hours
after infection with the mutant strain. It was previously shown that upon phagocytosis, P.
aeruginosa PAOI strain resides in membrane bound vacuoles, whereas a cytosolic location can
be observed at later time of infection (7, 9). Moreover, ruptured phagosomal membrane has
been visualized previously by TEM in macrophages infected with PAO1 wild-type strain (9).
A quantitative phagosomal rupture assay has revealed that oprF mutant is less efficient to
escape from phagosome than wild-type strain (9). This phenotype of oprF mutant was attributed
to the negative regulation of T3SS expression inside macrophages, since T3SS and more
specifically ExoS were found to play a role P. aeruginosa phagosomal escape. Hence, the
stronger association of oprF mutant with acidified compartments may reflect its lower ability
to escape from the phagosome into the cytosol, in relation with the decreased expression of
T3SS genes. In addition, in the present study, TEM allowed us to visualize vesicles that are
likely of bacterial origin (OMVs) associated with the phagosomal membrane. The intracellular

function, if any, of these vesicles is unknown. Vesicles were also clearly produced from oprF



mutant as well, which is consistent with the fact that while OprF is abundant in OMVs (16), an
oprF mutant was shown to produce more OMVs than wild-type in liquid culture (24). Thus, we
concluded that such vesicles should not be linked to the phenotype of oprF mutant
intracellularly, even though we cannot exclude qualitative differences between OMVs from

wild-type strain and oprF mutant.

We evaluated for the first time the role of OprF in P. aeruginosa virulence in a
vertebrate model harbouring functional macrophages, the zebrafish embryo model. This model,
which has been used for various intracellular and extracellular bacterial pathogens, is a model
of choice to investigate the contribution of innate immune cells during infection (17). Moreover,
in this model, P. aeruginosa bacteria have been visualised within macrophages upon infection
(6, 14, 15, 25, 26), suggesting a key role of the intramacrophage step in this infection model.
We showed an attenuation of the oprF mutant in zebrafish embryos, which is dependent on the
presence of macrophages, thus supporting the importance of OprF in resistance to macrophage.
Injection of bacteria into closed cavities, such as hindbrain ventricle, provides an outstanding
opportunity to visualize macrophage recruitment and bacterial phagocytosis in real-time (27).
Our results clearly support the importance of macrophages in P. aeruginosa clearance, with a
large proportion of bacteria being engulfed by macrophages. The oprF’ mutant appeared to be
cleared more efficiently than wild-type strain. This could be related in part to a higher
phagocytosis of the mutant strain. An effect of OprF on internalization within innate immune
cells has been previously reported, in relation with the ability of OprF to bind the complement
component C3b, which tags bacteria for phagocytosis by host macrophages and neutrophils
(28). However, in this case, a reduced internalization of oprF-deficient bacteria by neutrophils
after opsonization was observed compared with wild-type P. aeruginosa. Hence, our
observation is unlikely linked to the complement system, possibly due to the fact that bacteria

are not opsonized. P. aeruginosa oprF mutant has also been shown to reduce expression of
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T3SS genes and secretion of ExoT and ExoS toxins (6, 11), which have been proposed to have
anti-phagocytic function (29). Hence, the increased phagocytosis of oprF mutant in zebrafish
embryos may be directly linked to the decreased T3SS expression level. Accordingly, a T3SS
mutant has also be found to be attenuated in zebrafish embryos and macrophage depletion
restored the virulence of the attenuated T3SS strain (14). However, the phagocytosis of this

mutant strain was not addressed in the zebrafish model.

In summary, our results suggest that OprF protects P. aeruginosa against macrophage
clearance, in part by resisting/avoiding acidified phagosomes. This effect could be correlated
with the intracellular effect of OprF on expression of T3SS effectors, which have been
implicated both in phagocytosis and phagosomal escape. Our results also highlight the
contribution of macrophages in the clearance of P. aeruginosa during acute infection in the
zebrafish embryo model. The role of alveolar macrophages in internalization and early
clearance of P. aeruginosa in mouse lung remains controversial (30) (31). Testing the behavior
of mutants defective for intramacrophage survival, as oprF mutant, in mice model may help to

clarify the role of alveolar macrophages in bacterial clearance during acute infection.

Material and Methods

Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains and plasmids are described in Table 1. P. aeruginosa was grown at 37°C in
Luria broth (LB). Plasmid pMF230 expressing GFP constitutively (32) (obtained from

Addgene) was introduced in P. aeruginosa by conjugation, using an E. coli strain containing
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pRK2013. Recombinant bacteria were selected on LB agar plates containing carbenicillin (300

pg/ml) and triclosan (15 pg/ml).

Infection of macrophages and visualization and quantification of intracellular bacteria

by fluorescent microscopy

J774A.1 cells were maintained at 37°C in 5% CO2 in Dulbecco's modified Eagle medium
(DMEM) (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco). The infection of
J774 macrophages seeded on glass coverslips by P. aeruginosa was carried out as described
previously (6). After 2.5 hours of gentamicin treatment, the cells were washed twice with PBS
and fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min. To visualize acidified compartments,
macrophages were incubated with 50 nM Lysotracker red DND-99 (Molecular Probes) in
DMEM (supplemented with 10% FBS) for 10-15 min before fixation to stain lysosomes
exclusively. After fixation, cells were washed twice with PBS and mounted on glass slides in
Vectashield with DAPI (Vector Laboratories, Inc). The slides were examined using an upright
fluorescence microscope (Axioimager Z2, Zeiss) equipped with an Apotome 1 for optical
sectioning. A 63X Apochromat Objective (NA 1.4) was used, transmitted light was acquired
using differential interference contrast (DIC), Fluorescein isothiocyanate (FITC) filter was used
to visualize GFP expressing bacteria and Lysotracker red fluorescence was acquired using a

texas red filter set. Images were processed using ZEN blue software (Zeiss).

Transmission Electron microscopy

Macrophages were seeded on glass coverslips and infected as described above. Infected cells

were fixed for 4 hrs at room temperature with 2.5% gluteraldehyde in cacodylate buffer 0.1 M
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pH 7.4 with 5SmM CaCl,, washed with cacodylate buffer, post-fixed for 1 hr in 1% osmium
tetroxide and 1.5 % potassium ferricyanid in cacodylate buffer, washed with distilled water,
followed by overnight incubation in 2% uranyl acetate, prepared in water. Dehydration was
performed through acetonitrile series and samples were impregnated in epon 118: acetonitrile
50:50, followed by two times for 1 hr in 100% epon. After overnight polymerization at 60°C,
coverslips were detached by thermal shock with liquid nitrogen. Polymerization was then
prolonged for 48 hrs at 60°C. Ultrathin sections of 70 nm were cut with a Leica UC7
ultramicrotome (Leica microsystems), counterstained with lead citrate and observed in a Jeol
1200 EXII transmission electron microscope. All chemicals were from Electron Microscopy

Sciences (USA) and solvents were from Sigma. Images were processed using Fiji software.

Infection of Danio rerio embryos

Experiments were performed using the AB zebrafish or the tg(mfap4:mCherry-F) zebrafish line
harboring red-fluorescent macrophages (21) and maintained under standard conditions (6).
Bacterial strains, which were freshly streaked out from glycerol stocks, were grown in LB
medium to mid-log phase (DO=0.7), recovered by centrifugation and washed twice in
Phosphate-Buffered Saline (PBS). Suspensions were homogenized through a 26-gauge needle
and resuspended in PBS at about 10° bacteria/ml added with 10% phenol red to aid visualization
of the injection process. Infection were carried by the direct microinjection of 2 nl of bacterial
suspensions into the caudal vein of 50 hpf embryos, previously dechorionated and anesthetized
with 0.02% tricaine. For survival kinetics after infection, the number of dead embryos was
determined visually based on the absence of heartbeat. For phagocytosis vizualisation, 1500-
2000 CFU were injected locally into the hindbrain vesicle or the muscle of 50 hpf

tg(mfap4:.mCherry-F) larvae.
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Depletion of macrophages was carried out upon microinjection of LipoCld or lipoPBS
as control into the caudal vein of 24-30 hpf embryos zebrafish (20) and visualized by
fluorescence microscopy. To inhibit acidification by host vacuolar ATPase, larvae were treated
with Bafilomycin Al (Interchim) at 50nM in 0.5% DMSO via soaking 30 minutes before

infection (23).

Microscopic analysis of zebrafish embryos and quantification of bacterial load by

Fluorescent Pixel Counts

For live imaging, anesthetized infected embryos were mounted in 35 mm dishes and
immobilized with 1% low-melting point agarose. Direct visualization is performed using an
Olympus MV X10 epifluorescent microscope equipped with a digital color camera (Olympus
XC50). Fluorescence and bright-field images are acquired and processed with CellSens
(Olympus) and assembled using GIMP 2.6 freeware to adjust levels and brightness and to

remove out-of-focus background fluorescence.

For phagocytosis observation, immobilized embryos were immersed with fish water
containing tricaine for direct visualization using 40x Leica Apo water 0.8 NA objectives. For
quantification of bacterial load by Fluorescent Pixel Counts (FPC), fluorescent bacteria were
injected in the larvae and imaged using MVX10 Olympus microscope. Fluorescence was
quantified by computation using Fiji (Image] software) as following: 1/ Background was
measured in images of PBS injected larvae and then was subtracted in the fluorescence images,
2/ “make binary” function was run, and 3/ “measure area” function was used to determine the

number of fluorescent pixels of the image, with avoiding the auto-fluorescence of the yolk.
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All animal experiments described in the present study were conducted at the University
Montpellier 2 according to European Union guidelines for handling of laboratory animals
(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm) and were approved by
the Direction Sanitaire et Vétérinaire de I'Hérault and Comité d'Ethique pour I'Expérimentation
Animale under reference CEEA-LR-13007. The breeding of adult fish adhered to the
international guidelines specified by the EU Animal Protection Directive 2010/63/EU and adult
zebrafish were not sacrificed for this study. All experiments were performed before the embryos
free-feeding stage and did not fall under animal experimentation law according to the EU
Animal Protection Directive 2010/63/EU. For survival curves, cardiac rhythm was used as a
clinical criterium to fix the endpoint at which embryos are euthanized using the anaesthetic
Tricaine up to a lethal dose (500 mg/ml). Embryos that survive infection were anaesthetized

with Tricaine up to a lethal dose before bleach treatment.

Statistical analysis

Statistical analyses of comparisons between survival curves were performed using the log rank
test with Prism 4.0 (Graphpad, Inc). Statistical significance was assumed at P values <0.05.
Statistical analyses for ex vivo experiments with J774 cells was performed using #-test and
comparisons between survival curves were performed using the log rank test with Prism 5.01
(GraphPad, Inc.). Quantification experiments were analyzed. In the figures * means P values

<0.05, **<0.01, *** <0.001 and **** <0.0001.
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Figure legends

Figure 1. Visualisation and quantification of intracellular P. aeruginosa within
macrophages. GFP expressing PAO1 WT and AoprF strains were used for infecting J774
macrophages. Cells were fixed after phagocytosis and 20 min (To) or 2,5 hours (T3n) treatment
with gentamycin and imaged with fluorescent microscope. DAPI was used to stain the nucleus.
(A) Visualization of intracellular bacteria. The merged image shows Differential Interference
Contrast (DIC), nucleus staining (blue) and bacteria expressing GFP (green). The scale bars
depict 10 um. (B) Count of the number of bacteria in infected macrophages from images
obtained. The numbers of bacteria per cell (b/c) were classified in three groups and percentage
of each class is shown. Count is done from 100 cells per condition and results are expressed as

means from three independent experiments.

Figure 2. Transmission electron micrographs (TEM) of P. aeruginosa within
macrophages. (A) Visualisation of bacteria at early infection time. J774 macrophages were
infected with P. aeruginosa wild-type strain or oprF mutant for 30 min (wild-type) or 50 min
(mutant, upper panels) and subjected to TEM. Black rectangles show intracellular bacteria that
are shown at higher magnification. At this early time after phagocytosis, most of bacteria were
found inside membrane bound vacuoles for the wild-type strain (upper panels, white arrows)
whereas oprF’ mutant is mostly found in phagolysosomes (lower panels, white arrow). (B)
Visualization of bacterial vesicles in infected phagosomes. TEM analysis denoted the presence
of vesicles issued from bacteria (white arrows) that appeared often stuck to the vacuole
membrane (black arrows). Vesicles were detected in PAO1 WT (upper panels) and AoprF strain

(lower panel).
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Figure 3. Colocalization of P. aeruginosa with a probe that labels acidic compartments.
J774 macrophages were infected with PAO1 and AoprF strains expressing GFP. After 2.5 hrs
of gentamicin treatment, infected J774 cells were incubated with Lysotracker for 10 min, a red
fluorescent weak base that accumulates in acidic compartments. Cells were then fixed and
imaged with fluorescence microscope. (A) The image shows individual panels for Differential
Interference Contrast (DIC), lysosomal compartment (red), bacteria expressing GFP (green),
the nucleus (blue) and merged image of all channels. White arrows show colocalization of
bacteria with lysotracker while yellow arrows show non-colocalization. Scale bar is equivalent
to 5 um. (B) Values indicate the percentage of bacteria that colocalized with Lysotracker red
(white arrows). Data are the mean (=SEM) of 3 independent experiments, with a minimum of

100 bacteria counted per experiment for each sample. *, p < 0.05 (Unpaired #-test)

Figure 4. The P. aeruginosa AoprF mutant is attenuated in zebrafish embryos in a
macrophage-dependent manner. (A) Diagram of 50 hours post-fertilization (hpf) zebrafish
embryo showing the caudal vein injection site (red arrow). (B) Survival curves of embryos
infected with PAO1 wild-type stain or PAO1 AoprF mutant. Non infected embryos (NI) were
used as control. Embryos were either treated with LipoPBS (left panel) or with LipoCld (right
panel) to deplete macrophages. Approximately 3500 CFU P. aeruginosa were microinjected
into the caudal vein (n = 50-70 for infected embryos and n=30 for NI embryos, pool of three
independent experiments. Results are expressed as the percentage of surviving embryos at
different times post-infection. Embryos are significantly more susceptible to infection with
PAO1 wild-type than AoprF mutant in the presence of macrophages (P<0.001) but not in

macrophage-depleted embryos. (C) Representative fluorescence images of 20 hpi embryos
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infected by either wild-type or AoprF P. aeruginosa in the context of LipoPBS or LipoCld
treatment. The efficiency of macrophages depletion is shown in the upper panels with the
visualization of red macrophages. (D) Quantification of bacterial loads (fluorescence pixel
counts) from two independent experiments. Each symbol represents individual embryo and
horizontal lines indicate the median values. Statistical significance was determined by log-rank

test (A) or one-tailed Mann-Whitney’s #-test (C).

Figure 5. Real-time visualization of phagocytosis of wild-type and AoprF P. aeruginosa
strains. (A) Illustration of zebrafish larva with the hindbrain ventricle injection site outlined in
red. (B) The hindbrain ventricle is accessible to recruited myeloid cells and the phagocytosis of
P. aeruginosa strains can be visualized using tg(mfap4.mCherry) embryos that harbor red
macrophages. Hindbrain ventricle injection of wild-type or AoprF GFP-expressing P.
aeruginosa was imaged at 2 hpi and white arrows depict phagocytized bacteria. Confocal
microscopy was performed with maximum intensity projection of 64 sections every 1 um, scale
bar 30 pm. (C) Illustration of zebrafish larva with the muscle injection site outlined in red. (D)
Confocal time-lapse images of tg(mfap4:mCherry-F) larva (red macrophages) infected with
wild-type or AoprF P. aeruginosa (green) by injection in the muscle. The left panel is at 1.5
hpi and the right panel a 4.5 hpi. White arrows depict GFP-expressing P. aeruginosa
phagocytosed by macrophages. Maximum intensity projection of 96 sections every 1 pm, scale

bar 50 pm.

Figure 6. Effect of bafilomycin on the virulence of wild-type and AoprF mutant in
zebrafish embryos. (A). Survival curves of embryos treated with 50 nM bafilomycin (Bafil)

(B) or treated with DMSO as control (A). Embryos were infected with either wild-type or
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AoprF P. aeruginosa (2000-2500 CFU) in the hindbrain ventricle at 2 dpf or not infected (NI)
(n = 60-70 for infected embryos and n=45 for NI embryos, pool of three independent
experiments). Statistical significance was determined by log-rank test. (C) Imaging and
quantification of bacterial loads (fluorescence pixel counts) from one experiment at 20 hpi (n =
11-14). Each symbol represents individual embryo and horizontal lines indicate the median

values. Statistical significance was determined by one-tailed Mann-Whitney’s t test.

Supplemental figures

Figure S1. Phagocytosis of P. aeruginosa strains visualized using tg(mfap4:mCherry-F)
embryos that harbor red macrophages. The figure shows additional individuals to Fig. 5B
(two embryos injected with wild-type and two embryos injected with oprF mutant). Hindbrain
ventricle injection of wild-type or AoprF’ GFP-expressing P. aeruginosa was imaged at 2 hpi
and white arrows depict phagocytized bacteria. Maximum intensity projection of 70 to 110

sections every 1 um, scale bar 30 um.

Figure S2. Real-time visualization of phagocytosis of P. aeruginosa AoprF strain. Confocal
time-lapse images of tg(mfap4:mCherry-F) larva (red macrophages) infected with AoprF P.
aeruginosa (green) by injection in the muscle. The same area was imaged every hour from 1.5
hpi. White arrows depict extracellular GFP-expressing P. aeruginosa that will be taken up by
macrophages, which are recruited at the bacterial location. Maximum intensity projection of 96

sections every 1 um, scale bar 50 pm.
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in the study

Name Description Reference

H103 PAO1 Wild-type Laboratory collection
PAO1 AmgtC AmgtC (6)

H636 AoprF (11)

pRK2013 Tra”, Mob", ColEl, Km' | Laboratory collection
pMF230 GFPmut2, Amp" (32)
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2.2.3 Résultats complémentaires

Le poisson-zébre posséde un systeme immunitaire (Renshaw and Trede, 2012) et un Cftr trés proches
de ceux de I’lhumain (Liu et al., 2017). Jusqu'a présent, les tentatives précédentes pour définir un réle
direct du CFTR dans I'action bactéricide du macrophage vis-a-vis de P. aeruginosa, ont donné des
résultats contradictoires et n'ont pas permis de dissocier clairement les effets directs du
dysfonctionnement du CFTR au niveau du macrophage, des conséquences globales de I'infection a P.
aeruginosa. Mon objectif était de tester le réle du CFTR dans les macrophages murins wt et CF.
Cependant, nous n’avons pas pu obtenir les cellules CF, je me suis alors uniquement focalisée sur le

modele embryon de poisson-zebre.

L'utilisation du modéle embryon de poisson-zébre déficient pour le Cftr (morphants) a vu le jour il y’a
une dizaine d’années (Phennicie et al.,, 2010). Seules deux équipes utilisant des morphants Cftr, ont
tenté d’élucider le role du canal Cftr dans la réponse immunitaire innée du poisson-zébre, au cours de
I'infection aigué a P. aeruginosa (Cafora et al., 2019; Phennicie et al., 2010), et leur résultats n’ont
pas permis de montrer clairement une susceptibilité plus importante des morphants a l'infection par
la bactérie. Ayant conscience des limites d’utilisation des morpholinos (e.g. effet transitoire), nous
avons voulu développer un modele d’infection d’embryon de poisson-zébre génétiquement déficient

pour le Cftr pour étudier le role du Cftr dans la fonction bactéricide des macrophages.

Dans mon étude j'ai décidé de tirer avantage du modeéle poisson-zebre génétiquement déficient
pour le Cftr, développé par I'’équipe de Navis et ses collegues (Navis et al., 2013). Ce dernier n’a
jamais été utilisé pour étudier le réle du Cftr au niveau du macrophage dans |’élimination de P.

aeruginosa.
2.2.3.1 Génotypage de la lignée de poisson-zébre cftr°104°

La lignée de poisson-zébre (cftr"?1°*) que nous avons recu se composait d’adultes de différents
génotypes mélangés: cftr +/+, cftr +/- et cftr-/- . La mutation crée par le groupe au niveau du géne cftr
consiste en une insertion de nucléotides au niveau d’un site de restriction EcoRV (figure 40. A),

aboutissant a la formation d’une protéine tronquée (figure 40. B) (Navis et al., 2013).
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Figure 40. Alignement de séquences des alléles cftr sauvage et cftr*d1%, (A) L'alléle cftr"?1%* a une insertion de
nucléotides au niveau du site de restriction EcoRV (séquence en rouge). La mutation cftr*?2%% cause un décalage
du cadre de lecture et aboutit a un codon stop prématuré. (B) Alignement des séquences en acides aminés

codées par cftr*?1%% et cftr sauvage. D’aprés (Navis et al., 2013).

Afin de trier les poissons selon leurs génotypes, une digestion enzymatique et un séquencgage ont été
réalisés. Pour cela, des extrémités de nageoires caudales ont été prélevées, puis dissous dans 100uL
de NaOH 50 uM chauffé a 95°C pendant 10 mn. Afin de faciliter la dissolution des échantillons, des
vortex ont été faits systématiquement, puis la solution refroidie était neutralisée par I'ajout d’ 1/10%™¢
du volume en Tris pH 7,5. Suite a cela, une PCR (polymerase chain reaction) du gene cftr a été effectuée
en utilisant les amorces suivantes : cftr-exon6-F, TTGGGCCTAAATTTCAAATGAT et cftr-exon6-R,
TTTGGATGCACAGTAGGCTAA. Cette étape qui semblait simple s’est vite révélée fastidieuse et
I"amplification s’est montrée peu efficace (figure 41. A). Plusieurs mises au point ont été nécessaires
pour améliorer I'efficacité de la PCR (polymérases et parametres de la PCR). Mais, il s’est avéré que le
|"utilisation du vortex endommageait I’ADN génomique. Cette étape n’a plus été réalisée, ce qui a
permis aprés PCR et digestion enzymatique, de distinguer comme attendu les 3 génotypes (figure 41.
B).
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Figure 41. Electrophorése sur gel d'agarose des fragments PCR (géne cftr) de 300 pb digérés par I'enzyme EcoRV :
(A) suite au vortex des échantillons, (B) sans vortex des échantillons. Le brin d’ADN correspondant au géne
sauvage contient le site de restriction EcoRV et est donc digéré par I'enzyme en 2 fragments de 200 et 100pb.
Le brin portant la mutation n’a plus de site EcoRV et n’est pas digéré. Les chiffres indiquent la numérotation
aléatoire des poissons génotypés, D : digéré, ND : non digéré, CRTL+/+ est le controle sauvage de génotype
connu. L'interprétation des résultats est montrée en rouge.
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Afin de s’assurer de la fiabilité des digestions enzymatiques, un séquencage a été effectué sur certains
échantillons amplifiés. La comparaison des séquences nucléotidiques a permis de distinguer les
séquences cftr+/+ des cftr-/- (figure 42), alors que l'identification des hétérozygotes cftr+/- a été faite

sur la base de I'hétérogénéité de I'électrophorégramme (figure 42, panel du milieu).

&l
ATAT CACCACTGCAA

AT AT GT GTAT AT TA
" ot cftr+/- cftr-/-

Figure 42. Electrophorégrammes correspondants aux profils des 3 génotypes cftr+/+, cftr+/- et cftr-/- de poisson-
zébre. Les fleches rouges montrent I'emplacement de mutations insertionnelles dans le gene cftr. Le panel du
milieu et celui de droite montrent des séquences nucléotidiques similaires correspondant a celle du cftr-/-,
pourtant I'électrophorégramme du milieu montre une hétérogénéité de séquence correspondant a un génotype

cftr+/-.

Suite a cela, nous avons pu séparer les adultes cftr-/- et effectuer des croisements entre ces adultes.

2.2.3.2 Evaluer la susceptibilité des embryons cftr-/- a I'infection par P. aeruginosa

Des infections avec la souche wt ou le mutant oprF de P. aeruginosa ont été effectuées sur des
embryons de poisson-zeébre sauvages ou mutants cftr. Le mutant oprF a été utilisé comme mutant
connu pour étre altéré dans la survie intramacrophagique et ayant un phénotype plus marqué que le

mutant mgtC.

Dans un premier temps, les embryons issus de croisement d’adultes homozygotes cftr-/- ont été
utilisés. Pour le contréle cftr +/+, des erreurs de gestion nous ont fait perdre la lignée cftr+/+. )'ai alors
utilisé la lignée sauvage AB (ayant le méme fond génétique que les cftr+/+) comme controdle. Les
embryons AB et cftr-/- agés de 50 hpf ont été injectés au niveau de la veine caudale, avec la souche
wt ou le mutant oprF de P. aeruginosa (1500 a 2500 CFU). Le suivi de la mortalité des embryons infectés
a montré une sensibilité et une mortalité plus importantes des individus cftr-/- a I'infection par P.
aeruginosa (wt et mutant oprF) comparés au contréle sauvage AB (figure 43. A). La comparaison entre
la charge bactérienne des 2 groupes d’embryons, par mesure de la fluorescence émise par les
bactéries, montre une charge bactérienne significativement plus importante pour les mutants cftr
(figure 43. B,C). Ce dernier résultat est cohérent avec les données de la littérature (Cafora et al., 2019;
Phennicie et al., 2010). De maniére intéressante, il n’y a pas de différence statistique entre la charge

bactérienne des embryons cftr-/-, infectés par le wt ou le mutant oprF (figure 43. C), suggérant que la
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clairance du mutant oprF dans I'embryon de poisson-zébre est liée a la fonction du CFTR dans le

macrophage.
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Figure 43. Les embryons cftr-/- sont fortement sensibles aux infections a P. aeruginosa. Les embryons sauvages
(cftr+/+) et les mutants cftr (cftr-/-) sont injectés par voie intraveineuse avec la souche wt ou le mutant AoprF de
P. aeruginosa (1500-2500 CFU). (A) Survie des embryons infectés ou non infectés (NI) (minimum de 52 embryons
infectés et 20 embryons NI, moyenne de 2 expériences indépendantes). (B) Images de fluorescence
représentatives d'embryons 20 hpi (heures post infection). (C) Charges bactériennes (FPC) de deux expériences
indépendantes, chaque symbole représente un embryon individuel et les lignes horizontales indiquent les valeurs
médianes. La signification statistique a été déterminée par : le test de log-rank (A), test t unilatéral de Mann-
Whitney (C). *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001, ****P< 0.0001.

89



Les études sur les mutants cftr avaient révélé la faible fertilité des adultes males, ainsi qu’une forte
mortalité des embryons au cours des premiers stades de développement (Liao et al.,, 2018; Navis et
al., 2013). Ceci n’étant pas si problématique dans mon cas, nos discussions avec le groupe de M. Bagnat
nous avaient finalement révélé, que des mutations compensatoires pouvaient masquer le phénotype
cftr-/-. )'ai alors entrepris de refaire les expériences, en sélectionnant avant chaque expérience les
embryons cftr-/-, sur un critére morphologique qui est I'absence de la KV (observable aux stades 8-10

somites, voir le chapitre 5.4).

Afin de tester la validité des expériences précédentes dans les bonnes conditions, les embryons cftr+/+
et les cftr-/- (sélectionnés KV-), ont été injectés avec la souche wt de P. aeruginosa, au niveau de deux
sites différents, la veine caudale pour une infection systémique (figure 44. A), et le ventricule cérébral

postérieur pour une infection localisée, propice a I'action des macrophages (Colucci-Guyon et al.,

2011) (figure 44. B, C).
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Figure 44. Infection des embryons cftr+/+ et embryons cftr-/-(KV-) par P. aeruginosa. Les embryons (cftr+/+ et
cftr-/-) sont injectés par voie intraveineuse (A), ou au niveau du ventricule cérébral postérieur (B, C), avec
environ 2000 CFU. N=20-24 embryons infectés. Figures représentatives d’au moins 2 expériences
indépendantes, *** P<0.001, test statistique de log-rank.
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L'injection des bactéries au niveau de la veine caudale, n’a pas permis de montrer de différence
significative entre la mortalité des embryons cftr+/+ et cftr-/-(KV-) (figure 44. A). Par contre, I'infection
au niveau du ventricule cérébral montre des résultats plus divergents, avec I'observation quelques fois,
d’une mortalité significativement plus importante des embryons cftr-/-(KV-) par rapport au controle
(figure 44. B), et I'absence de différence dans d’autres expériences (figure 44. C). L'observation d’une
différence entre la susceptibilité des embryons cftr+/+ et cftr-/-(KV-) a I'infection par P. aeruginosa,
semble dépendre du site d’injection, et montre une variabilité qui pourrait dépendre de I'état de

I’embryon.

En conclusion, nous avons mis en place un nouveau modeéle d’étude du role du Cftr dans 'infection a
P. aeruginosa, 'embryon cftr-/-, qui semble plus robuste que l'utilisation de morphants, mais est
également plus contraignant, du fait de la sélection des embryons a un temps précis selon I'absence
de la KV. Ce modele pourrait contribuer a déterminer le role du Cftr au niveau des macrophages

durant l'infection a P. aeruginosa.
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V. Conclusion,
discussion

et perspectives
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L'étude des facteurs bactériens impliqués dans la survie intramacrophagique de P. aeruginosa nous a
amené a nous intéresser aux facteurs de virulence MgtC et OprF, en utilisant aussi bien des modeles
d’infection cellulaire que animal. Au cours de ma thése, j’ai développé une stratégie antivirulence chez

P. aeruginosa basée sur le peptide synthétique MgtR ciblant MgtC.

Une deuxieme partie de mon travail a porté sur le réle du macrophage dans la clairance de I'infection
a P. aeruginosa. Au cours de cette étude, je me suis intéressée a I’étude du mutant oprF au cours de
I'infection des macrophages et des embryons de poisson zébre. J’ai également développé un modéle
d’infection CF pour étudier la contribution du Cftr dans la survie intramacrophagique de P.

aeruginosa.

Concernant l'article en co-2" auteur (article 2), la discussion portera principalement sur les

expériences auxquelles j'ai participé.

1.1 MgtC et biofilm

MgtC est un facteur impliqué dans la survie intramacrophagique de plusieurs pathogenes
intracellulaires et de P. aeruginosa. Le réle de MgtC a été bien décrit chez Salmonella, ou MgtC est
impliqué dans l'inhibition de la synthése de cellulose, qui est le composant principal du biofilm chez
cette bactérie. Par ailleurs, la diminution de synthese de cellulose est corrélée avec 'augmentation de
virulence chez S. Typhimurium dans le macrophage (Pontes et al., 2015). Le biofilm de P. aeruginosa
est essentiellement constitué d’EPS et nous avons montré au cours de cette étude, une augmentation
de production de Psl chez le mutant mgtC, lorsque la bactérie est dans le macrophage. L'augmentation
de Psl joue un rdle dans la croissance de P. aeruginosa dans le milieu carencé en Mg?* et |la formation
de biofilm, mais contrairement a S. Typhimurium, cette augmentation ne semble pas étre impliquée
dans I'atténuation de la virulence du mutant mgtC dans le macrophage. Cependant, comme il pourrait
y avoir des compensations entre les génes EPS impliqués dans le biofilm, il faudrait également tester
la virulence dans le macrophage d’un triple mutant mgtC psl pel, quine produit pas de biofilm (Ghafoor

et al., 2011) pour valider nos résultats.
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1.2 Etude de I'effet du peptide Synthétique MgtR

1.2.1 Effet de MgtR sur la survie intramacrophagique de P. aeruginosa

Les derniers résultats du laboratoire avaient montré une diminution de la virulence de P. aeruginosa
(PAO1), dans les macrophages en culture et dans I'embryon de poisson-zebre, suite a I'expression
ectopique de MgtR (Belon et al., 2015). Durant ma thése, j'ai testé pour la premiére fois I'effet d’un
peptide synthétique MgtR sur la virulence de P. geruginosa. J'ai montré que le traitement direct de la
souche sauvage PAO1 avec le peptide MgtR, réduit significativement la survie bactérienne dans les
macrophages. De plus, cet effet semble étre lié a la dégradation de MgtC, sur la base des résultats de
WSB, et du fait qu’on n’observe pas d’effet de MgtR sur la survie intramacrophagique du mutant mgtC.
Ces résultats encourageants nous ont donc permis de valider I'effet biologique du peptide synthétique

MgtR.

Etant donné que notre objectif est de développer une molécule thérapeutique, qui aurait un effet
apres infection, nous avons évalué I'effet du peptide MgtR ajouté sur les macrophages infectés par
PAO1. Nos résultats montrent une diminution significative de la survie de PAO1 dans les macrophages
traités. Ceci est en accord avec l'internalisation du peptide par les cellules, qui a pu étre observée au

laboratoire par microscopie (utilisation d’un peptide MgtR-FITC) (figure 45).

DAPI Phalloidin FITC Merge

DMSO

MgtR
FITC

Figure 45. Visualisation du peptide MgtR-FITC a I'intérieur des macrophages J774. Les
macrophages ont été observés au microscope confocal a fluorescence. La phalloidine a
été utilisée pour marquer I'actine de la membrane du macrophage. D’apreés (Thése de
doctorat, Rosas Olvera. 2018).

Néanmoins, I'effet du peptide MgtR sur les macrophages infectés par PAO1, bien que significatif, reste
faible. On pourrait expliquer cela par le fait que: (I) La quantité de peptide au contact des bactéries

internalisées soit faible (II) Du fait de la faible solubilité du peptide, des agrégats peuvent limiter son
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internalisation par les cellules. (lll) Enfin, une détérioration/dégradation du peptide peut avoir lieu

dans les cellules, limitant ainsi son efficacité.

1.2.2 Effet de MgtR sur la virulence de P. aeruginosa dans I’embryon de poisson-

zébre

Les essais d’injection du peptide MgtR dans les embryons de poisson-zebre infectés par PAO1, se sont
révélés difficiles, du fait de I’'hydrophobicité du composé. Celui-ci une fois chargé dans la micro-aiguille
d’injection s’agglutine et bouche cette derniére, limitant son utilisation dans I'embryon et ne

permettant pas de montrer un effet antivirulence du peptide dans ce modéle.

Pour tenter de résoudre ce probleme, on pourrait utiliser des systemes pour délivrer le peptide,
comme les liposomes. Ces derniers ciblant naturellement les macrophages, pourraient offrir une
bonne alternative (Kelly et al., 2010). On pourrait également encapsuler le peptide dans des
nanoparticules (Fenaroli et al., 2014). Enfin, il serait important de vérifier dans ce modele animal
transparent, si I'absence d’effet de MgtR ne serait pas plut6t liée a une demi-vie courte du peptide.
D’autant plus qu’un peptide MgtR-FITC est disponible, permettant ainsi de suivre en temps réel la

molécule fluorescente dans I'embryon.

Par ailleurs, nous avons pour la premiere fois réussi a purifier une protéine de la famille MgtC. L’étude
structurale du complexe MgtC-MgtR pourrait permettre d’optimiser la molécule MgtR, et apporter des
solutions quant au manque de solubilité du composé. Avec ces optimisations, si un effet de MgtR est
observé contre P. aeruginosa PAO1 dans ce modeéle vertébré, la perspective est de le tester avec des

souches cliniques.
1.2.3 Meécanisme d’action de MgtR

Le traitement de PAO1 par le peptide synthétique MgtR réduit la virulence de la bactérie, sans pour
autant avoir d’effet sur la viabilité de celle-ci. Ce qui fait de MgtR un peptide antivirulence différent

des peptides antimicrobiens classiques.

L'effet antivirulence du peptide synthétique MgtR semble étre lié a la dégradation de MgtC.
Cependant, on ne peut pas exclure un effet sur la dégradation d’autres protéines, comme I'a montré
une étude similaire menée chez S. Typhimurium (dégradation de MgtC et MgtB) (Rosas Olvera et al.,
2019). Des expériences supplémentaires seront nécessaires, pour évaluer un éventuel effet de MgtR
sur d’autres protéines membranaires de P. aeruginosa. |l nous faudrait également déterminer la

localisation précise de MgtR dans la bactérie, en prenant avantage du peptide fluorescent et de la
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technique de microscopie corrélative (combiner la microscopie optique avec la résolution de la

microscopie électronique).

L'utilisation d’un peptide « scrambled » dépourvu de I'hélice a (contenant les acides aminés de MgtR
dans un ordre différent) ne montre pas d’effet sur PAO1, suggérant I'importance de I'hélice a dans
I'activité de MgtR. Nous en savons trés peu sur le mécanisme conduisant a la dégradation de MgtC de
P. aeruginosa suite a I'ajout du peptide synthétique. Ce mécanisme semble étre différent de celui du
peptide endogeéne. En effet, le motif Ala-coil (A10, S17, A24) du MgtR synthétique n’est pas nécessaire
a la dégradation de MgtC, et des résultats similaires aux ceux avec le peptide sauvage sont obtenus

avec le variant MgtR-S171 sur la survie intracellulaire de P. aeruginosa (résultats non montrés).
1.2.4 Interférence de MgtR avec la dimérisation de MgtC de P. aeruginosa ?

La technique de double hybride bactérien avait montré la dimérisation de la protéine MgtC de M.
tuberculosis (Belon et al., 2016) et indique qu’il en est de méme pour MgtC de P. geruginosa (résultat
non montré). Lors des essais de purification de MgtC de P. aeruginosa, les chromatogrammes ainsi que
la SM native, suggéraient la présence de dimeres. Ces dimeres MgtC semblent étre liés par ponts
disulfures (résultats complémentaires, figure 38). Nous avons alors testé I'implication de deux
cystéines conservées, C99 et C155, localisées respectivement dans la partie N- et C-terminale de MgtC.
Seul le résidu C99 semble etre important dans la formation de dimeres MgtC. Ce résultat est conforté
par des expériences de double hybride bactérien (G. Mongin/ A. Blanc-Potard). Il sera intéressent de
tester le comportement dans le macrophage d’une souche PAO1 exprimant la protéine MgtC C99S,
afin de déterminer si la dimérisation de MgtC via son domaine N-terminal (TM4), serait importante

pour sa fonction dans le macrophage.

Rappelons que le domaine TM4 de MgtC est le domaine d’interaction avec MgtR. De plus, ce domaine

est également important dans I'interaction de MgtC avec I’ATP synthase (réle dans le macrophage, voir

MgtC

Figure 46. Interférence de MgtR avec la
dimérisation de MgtC

Survie
intramacrophagique
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chapitre 3.1.5 de l'introduction). On pourrait supposer que le dimere MgtC jouerait un réle dans la
virulence de P. aeruginosa dans le macrophage, et que MgtR en interférant avec la dimérisation de
MgtC, réduirait la survie intramacrophagique de ce pathogene (figure 46). Ceci pourrait étre testé dans
un 1°" temps dans le cadre du double hybride bactérien, comme cela a été fait pour MgtC de M.

tuberculosis (Belon et al., 2016).

En conclusion, les résultats prometteurs obtenus avec MgtR sur la survie intramacrophagique de P.
aeruginosa (article 1), nous encouragent a étendre I’étude sur les souches cliniques de P. aeruginosa,
ainsi que sur d’autres pathogénes exprimant mgtC, comme cela a été fait pour S. Typhimurium (Rosas
Olvera et al., 2019). Des améliorations de la molécule devraient permettre de valider son efficacité sur
un modele animal (figure 47). Enfin, des études plus poussées devraient étre menées afin d’élucider
le mécanisme d’action du peptide synthétique MgtR chez P. aeruginosa, notamment sur la
dimérisation de MgtC, ainsi que le role du dimére dans la fonction intramacrophagique de MgtC chez
P. aeruginosa (role dans linteraction avec I’ATP synthase). L'étude structurale du complexe

MgtC/MgtR permettra également de définir les changements structuraux induits par le peptide.

Figure 47. Schéma de la stratégie antivirulence basée sur le peptide MgtR, chez P. aeruginosa : Du test in vitro
et in cellulo (1,2) au modéle animal (3)

L'interférence avec la virulence bactérienne liée a MgtC, par le peptide antagoniste MgtR, est une

approche prometteuse qu’on pourrait coupler a I'antibiothérapie.
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2.1 Devenir intracellulaire de P. aeruginosa

La survie intramacrophagique de P. aeruginosa est dépendante de MgtC et OprF. Ces deux facteurs
sont impliqués dans I'expression du SST3 lors de l'infection des macrophages, ce qui joue un réle
important dans I'’échappement intracellulaire de P. aeruginosa a I'action bactéricide du macrophage
(article 2). Durant ma thése, je me suis plus particulierement intéressée a I’étude du mutant oprF, qui
montre un phénotype plus marqué que le mutant mgtC. Jai montré, lors de l'infection des
macrophages en culture, que le mutant oprF était plus souvent associé aux vacuoles acides que la
souche sauvage. Ce qui nous amene a formuler deux hypotheses : soit que P aeruginosa une fois
internalisé dans le phagosome, inhiberait la fusion avec les lysosomes acides, via OprF, soit que la
bactérie internalisée, induirait une lyse de la membrane vacuolaire et échapperait ainsi a I'acidification
des phagolysosomes. Nos résultats seraient en faveur de cette derniere hypothése, puisqu’OprF

favorise I'expression du SST3, lui-méme important pour I’échappement du phagosome (article 2).

De plus, la microscopie électronique montre la présence de vésicules entre la membrane de P
aeruginosa et la membrane du phagosome. Ces vésicules semblent provenir de la bactérie (VMs), et
sont observées aussi bien avec la souche sauvage qu’avec le mutant oprf. Bien qu’OprF soit
particulierement abondant dans les VMs (Couto et al, 2015), le mutant oprF est décrit comme
produisant plus de VMs dans le milieu de culture liquide (Wessel et al., 2013). Ces vésicules pourraient
contenir des molécules bactériennes impliquées dans la lyse membranaire, et leur contenu pourrait
différer entre la souche sauvage et le mutant oprF. Déterminer I'origine et la composition de ces VMs
pourrait apporter des réponses supplémentaires quant au role d’OprF dans I'échappement de P.

aeruginosa aux vacuoles acides des macrophages.

2.2 Role d’OprF dans la virulence de P. aeruginosa dans I’embryon de poisson-

zébre

Nous avons évalué pour la premiére fois le role d’OprF dans un modele vertébré, possédant un systeme
immunitaire inné entierement fonctionnel, avec des macrophages proches de ceux de I'humain
(Torraca and Mostowy, 2018). Le mutant oprF est atténué et la déplétion des macrophages restaure la
virulence du mutant dans I’embryon de poisson-zebre, ce qui suggere qu’OprF joue un réle important
dans la protection des bactéries vis-a-vis du macrophage. Cet effet pourrait étre di en grande partie a
la sous-expression du SST3 dans le mutant oprF (article 2), étant donné que des études précédentes

avaient montré I'implication du SST3 dans la protection de P. aeruginosa vis-a-vis du macrophage dans
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I’embryon de poisson-zébre (Brannon et al., 2009; Clatworthy et al., 2009). De plus, j'ai également
observé une association plus importante du mutant du SST3 avec les vacuoles acides, comparé a la
souche sauvage (résultat non montré). Il serait intéressant de vérifier, si I'effet in cellulo et in vivo
d’oprF vis-a-vis du macrophage est dépendant de son effet sur I'expression du SST3, et ce en induisant
I’expression d’exsA (codant pour le facteur transcriptionnel du SST3) dans un mutant oprF, comme cela

a été fait dans I'article 2.

L'inhibition de I'acidification des phagosomes par un inhibiteur d’ATPase vacuolaire, a augmenté la
susceptibilité des embryons de poisson a l'infection par les 2 souches de P. aeruginosa, sauvage et
mutant oprF. L'écart entre la virulence des deux souches semble étre réduit, suggérant un effet partiel
d’OprF en lien avec I'acidification in vivo. On pourrait visualiser I'association de P. aeruginosa avec les
vacuoles acides au niveau des macrophages, ce qui serait important pour confirmer les observations
in cellulo. De plus, mes résultats indiquent I'implication d’autres facteurs du macrophage comme la

phagocytose.
2.3 Role d’OprF dans la phagocytose de P. aeruginosa

Il a été montré dans un modele cellulaire, que le mutant oprF était moins phagocyté par les
neutrophiles, du fait de sa faible opsonisation par le systéme du complément (Le C3b du complément
se liant a OprF) (Mishra et al., 2015). Dans mes expériences dans I'embryon de poisson-zebre, j'ai plutot
observé une tendance du mutant oprF a étre plus phagocyté et plus efficacement éliminé par le
macrophage. Fait intéressant, on retrouve dans le poisson-zébre les orthologues des composants du
complément mammifére (Zhang and Cui, 2014), mais jusqu’a présent aucune étude n’a été mené dans
ce modele pour déterminer leur role durant I'infection. Ces observations nous encouragent a tester
dans le modele poisson-zébre, le role du complément dans la réponse immunitaire vis-a-vis du mutant

oprF de P. aeruginosa.

Par ailleurs, I'augmentation de la phagocytose pourrait, une fois de plus, étre liée a la diminution de
I’expression des génes du SST3 et de la sécrétion d’ExoS et d’ExoT, qui auraient une activité anti-

phagocytaire (Garrity-Ryan et al., 2000).
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2.4 Etude de I'implication du Cftr dans la susceptibilité des embryons a

I'infection par P. aeruginosa

Mes premiers résultats avec les embryons issus d’adultes génotypés cftr-/-, montrent une
susceptibilité plus importante des mutants suite a l'infection par P. aeruginosa (mortalité élevée,
charge bactérienne importante). Les adultes males ayant probablement acquis de mutations
compensatoires (fertilité observée), j’ai également procédé a la fastidieuse sélection phénotypique
(KV). Cependant, les résultats d’infection par voie systémique des mutants (issus d’adultes cftr+/-)
sélectionnés (KV-), ne montrent pas de mortalité augmentée de ces derniers par rapport a la lignée

sauvage, ce qui est en accord avec les résultats obtenus avec les morphants cftr (Phennicie et al., 2010).

Le choix du site d’injection est important dans le processus infectieux, et I'injection au niveau de
compartiments clos, comme le ventricule cérébral postérieur, est intéressant pour I'observation du
recrutement des phagocytes. J'ai pu d’ailleurs observer dans ce cas, une importante mortalité des
embryons cftr-/-(KV-) suite a l'infection localisée. Ceci suggére que ce phénotype pourrait étre lié a
I'activité des macrophages, qui serait plus importante dans ce type de ventricule (Colucci-Guyon et al.,
2011). Néanmoins, on ne peut pas exclure que ce phénotype soit également lié aux neutrophiles
recrutés, et des expériences supplémentaires devraient étre faites afin d’étudier la contribution des

neutrophiles en lien avec le Cftr.

Il faut noter que le manque de reproductibilité de ces expériences ne m’a pas permis de clairement
conclure a un effet du Cftr sur la susceptibilité des embryons a I'infection. La sélection des embryons
sur critéere morphologique pourrait induire un biais, les individus ayant une KV de petite taille
pourraient étre confondus avec les embryons KV-. De ce fait, il est probable qu’il y ait des individus

cftr+/- (ou méme cftr+/+) avec les embryons sélectionnés KV- (nommés cftr-/- (KV-)).

Les expériences d’infection locale devront étre répétées en testant en paralléle le mutant oprF et la

souche sauvage, afin d’aborder I'implication du Cftr dans I'acidification du macrophage (figure 48).
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Figure 48. Apport de I'’étude du mutant oprF dans la compréhension du réle
de CFTR vis-a-vis de I'acidification du macrophage.

En conclusion, le développement de ce nouveau modele d'infection d’embryon de poisson-zébre
cftr-/- - P. aeruginosa, combiné aux outils disponibles chez le Danio rerio, permettra de mieux

caractériser le réle de Cftr dans I'immunité innée, et en particulier en ce qui concerne I'activité
bactéricide des macrophages.
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Résumé

Pseudomonas aeruginosa, fait partie des bactéries pathogenes classées par I'OMS «hautement prioritaires», résistantes aux
antibiotiques et pour lesquelles il est urgent d’identifier de nouveaux moyens de lutte. P. aeruginosa, responsable
d’infections aigués ou chroniques, est impliqué dans des infections nosocomiales et est également le principal pathogéne
responsable de la morbidité et la mortalité des patients atteints de mucoviscidose, maladie génétique a transmission
récessive, liée a des mutations du gene cftr. Le macrophage est en premiere ligne de la défense immunitaire innée. Le réle
dans l'infection de la capacité de P. aeruginosa a résister a I'action bactéricide des macrophages est un aspect mal connu,
que ce soit dans le contexte de la mucoviscidose ou pas. Des facteurs de virulence comme MgtC et OprF, ont récemment été
identifiés comme important dans la survie intramacrophagique de P. aeruginosa. Notre projet a pour objectif principal de
mieux comprendre le réle de ces facteurs dans I'établissement de I'infection a P. aeruginosa, de tester la contribution du
canal CFTR a ce niveau, et de développer une stratégie thérapeutique innovante. L'intérét étant de mieux controler
I'infection, nous proposons de développer une nouvelle stratégie, en complément de I'antibiothérapie, qui vise a limiter la
capacité de P. aeruginosa a survivre dans le macrophage. Cette approche se base sur la cible MgtC et un inhibiteur naturel
MgtR. Nous avons testé ici pour la premiére fois, I'effet d’'un peptide synthétique MgtR sur P. aeruginosa. MgtR réduit la
survie bactérienne dans les macrophages, via son effet sur la protéine MgtC, validant ainsi, I'effet biologique du peptide
synthétique. Cette approche antivirulence est couplée a une approche structurale, afin de caractériser I'interaction
MgtC/MgtR d’un point de vue moléculaire et d’étudier I'effet de MgtR sur la dimérisation de MgtC. Ceci pourrait permettre
in fine d’optimiser le peptide MgtR afin de pouvoir le tester dans un modele animal (des études préliminaires dans I’'embryon
de poisson-zeébre s’étant avérées infructueuses). J'ai de plus contribué a une étude visant a caractériser les facteurs bactériens
de P. aeruginosa impliqués dans le stade intramacrophagique. Ces travaux ont montré I'implication de MgtC et OprF dans
I’expression du SST3, lui-méme responsable d’un phénomeéne de lyse des macrophages par les bactéries intracellulaires.
L'utilisation du mutant oprF comme « indicateur » du réle intramacrophagique in vivo, nous a permis de montrer I'importance
de I'action bactéricide du macrophage (e.g. I'acidification du phagosome) dans le contréle de I'infection a P. aeruginosa, dans
des macrophages en culture et dans I'embryon de poisson-zebre. Ce modéle vertébré est pertinent non seulement pour
I’étude de linfection a P. aeruginosa, mais également pour I'implication du CFTR. Les embryons cftr-/- semblent étre
particulierement susceptibles a I'infection par P. aeruginosa, et ce modéle pourrait permettre de déterminer la contribution
spécifique du CFTR a I'action bactéricide du macrophage. En conclusion, une meilleure compréhension de la phase
intramacrophagique de P. aeruginosa et des facteurs bactériens impliqués, pourraient permettre de mieux contréler
I'infection a P. aeruginosa.

Mots-clés: Pseudomona aeruginosa — Macrophages — Peptide antivirulence — MgtC — OprF — Danio rerio

Abstract

The increased number of antibiotic-resistant bacteria is a real challenge for medical research. WHO has published a list of
very high priority pathogens, which includes Pseudomonas aeruginosa, a bacterium responsible for acute and chronic
infections. P. aeruginosa is involved in nosocomial infections and is also the main pathogen responsible of the morbidity and
mortality of patients with cystic fibrosis, a genetic disorder caused by mutations in the cftr gene. The macrophage is in the
first line of the innate immune defense. The role during infection of the ability of P. aeruginosa to resist to the bactericidal
action of macrophages is poorly understood, both in the context of cystic fibrosis or in normal conditions. Virulence factors
such as MgtC and OprF have been recently identified as important in the intramacrophage survival of P. aeruginosa. The main
objective of our project is to better understand the role of these factors in the establishment of P. aeruginosa infection, to
test the contribution of the CFTR channel at this stage, and to develop innovative therapeutic strategy. Since it is important
to better control the infection, we propose here to develop a new strategy, in addition to antibiotic therapy, which aims to
limit the ability of P. aeruginosa to survive within macrophages. This approach is based on the MgtC target and a natural MgtR
inhibitor. We have tested for the first time the effect of MgtR synthetic peptide on P. aeruginosa. MgtR reduces bacterial
survival in macrophages, through its action on the MgtC protein, thus validating the biological effect of the synthetic peptide.
This antivirulence strategy is combined with a structural approach, to characterize the MgtC/MgtR interaction from a
molecular point of view and to study the effect of MgtR on MgtC dimerization. This could ultimately lead to optimize the
MgtR peptide in order to test it in an animal model (preliminary studies in the embryo of zebrafish were inconclusive). In
addition, | contributed in a study to characterize the bacterial factors involved in the intramacrophage stage of P. aeruginosa.
This work revealed the involvement of MgtC and OprF in the expression of the T3SS, itself responsible for a lysis of
macrophages by intracellular bacteria. The use of oprF mutant as an "indicator" of the intramacrophage role in vivo, allowed
us to show the importance of bactericidal action of macrophage (e.g. phagosomal acidification) in the control of P. aeruginosa
infection, both in cultured macrophages and in zebrafish embryo. This vertebrate model is relevant for the study of P.
aeruginosa infection, but also for the involvement of CFTR. cftr-/- embryos appear to be highly susceptible to P. aeruginosa
infection, and this model could determine the specific contribution of CFTR to the bactericidal action of macrophage. In
conclusion, a better understanding of the intramacrophage stage of P. aeruginosa and the bacterial factors involved, may
provide a better control of P. aeruginosa infection.



