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Avant-propos

Ce mémoire rend compte du travail que j’ai effectué au cours de mes trois années de thése, dans
le but d’obtenir le dipléme de Docteur de 1’Université Grenoble-Alpes.

L’idée d’effectuer une thése et de me lancer dans un examen approfondi d’un sujet d’étude ne
m’est pas venue immédiatement. Cela a d’abord été le fruit d’un intérét pour le domaine de la
santé, puis d’une passion pour la recherche fondamentale, passion qui s’est alors confirmée au
cours de mes stages et qui m’a poussé€ a continuer dans ce chemin, en particulier celui de

I’interaction hote-pathogene.

Au cours de mes études pour devenir Ingénieur en Biotechnologie de la Santé, j’ai ainsi souhaité
effectuer des stages dans des équipes de recherche, afin de confirmer mon attrait pour ce
domaine. J’ai eu la chance de pouvoir effectuer un premier stage de trois mois dans I’équipe de
Frangoise Jacob-Dubuisson, a I’Institut Pasteur de Lille. J’ai travaillé sur un systeme de
transduction de signal a deux composants de Bordetella pertussis, le systtme BvgAS. Ce
systeme est impliqué dans la régulation de I'expression des facteurs de virulence de la bactérie.
Par des approches de mutagénése dirigée, mon objectif était de caractériser 1’activité

phosphatase de la protéine BvgsS.

Puis, afin d’élargir mes horizons et d’en apprendre davantage sur les pathogenes, j’ai intégré,
au cours de mon stage de fin d’étude, I’équipe de Raffaella lantomasi au sein de Sanofi Pasteur.
Mon sujet de stage visait a documenter 1’expression et la régulation de genes impliqués dans la
synthése d’un facteur de virulence de Staphylococcus aureus, lui permettant notamment,
d’échapper au systeme immunitaire. J’ai alors pris golt au travail de recherche et eu
I’opportunité de travailler ensuite chez Sanofi, dans une 1’équipe de la plateforme NGS, dirigée
par Emilie Lessoud. Cette année passée & étudier I’expression des génes de Pseudomonas
aeruginosa a partir d’échantillons de patients infectés, ainsi que ceux de S. aureus lors de la
formation de biofilm sur des cathéters, m’a donné envie d’aller plus loin. En particulier, je
cherchais a revenir sur les étapes qui précédent et déclenchent I’infection chez les patients, pour

pouvoir mieux lutter contre ces pathogeénes.

C’est donc dans ce contexte que j’ai contacté Ina Attrée, qui dirige I’équipe PBRC (Pathogénése




Bactérienne et Réponses Cellulaires). J’ai alors pu discuter avec Philippe Huber qui m’a exposé
un projet de thése pour lequel il avait un financement FRM (Fondation pour la Recherche
Médicale). Ce projet consistait a identifier le récepteur cellulaire de la toxine porogene ExIA,
découverte en 2010 par I’équipe, chez des souches de P. aeruginosa ne possédant pas le systéme
de sécretion de type 3. Pour identifier ce récepteur, un crible génétique utilisant le systéme
CRISPR-Cas9 a été utilisé. En paralléle, cette méme technique a été utilisée sur une autre toxine
nécrosante de P. aeruginosa, la toxine ExoU, dans le but d’identifier de nouveaux cofacteurs
eucaryotes pour cette toxine. Bien que plusieurs protéines aient été identifiées comme
probablement essentielles pour 1’activité d’ExIA, aucune n’a pu étre confirmée. A 1’inverse une
seule protéine a été identifiee pour le crible ExoU et confirmée. Mon projet de thése s’est donc
rapidement recentré sur cette protéine et son implication dans le mécanisme d’action de la

toxine ExoU, toxine la plus virulente de P. aeruginosa.

Ainsi, dans ce mémoire de theése, je dresse dans un premier temps le contexte scientifique de
I’étude a travers trois chapitres d’introduction. Le premier décrit la bactérie P. aeruginosa et
les infections qu’elle provoque, tandis que dans le deuxiéme, je détaille ses différents facteurs
de virulence, notamment le systeme de sécrétion de type 3. Dans le dernier chapitre, j’aborde
la toxine ExoU et I’état de I’art concernant son mécanisme d’action. Le travail réalisé au cours
de mathése sur cette toxine est présente dans la section « Résultats - Chapitre 1 » avec ’article

scientifique que nous avons soumis ainsi qu’une discussion.

Dans I’ensemble, mes travaux de thése apportent une meilleure compréhension du mécanisme
d’action de la toxine ExoU au cours de ’infection. Cette étude se veut étre une contribution
devant permettre, a terme, de déboucher sur une thérapie adjuvante lors d’infections par cette

bactérie multi-résistante aux antibiotiques.

Méme si mon étude s’est focalisée sur la toxine ExoU, j’ai néanmoins toujours gardé un lien
avec la toxine ExIA. D’une part j’ai participé a un projet au sein de 1’équipe pour comprendre
’activation de I’inflammasome par Ex1A et ses effets négatifs sur un modele d’infection murin.
D’autre part, j’ai pris en charge le développement d’un test ELISA pour détecter et quantifier
la toxine ExIA dans des milieux biologiques. J’expose ce dernier projet dans la section
« Résultats - Chapitres 3 ». Le chapitre 2 étant consacré a 1’étude des génes identifiés lors du

criblage avec la toxine ExIA.
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Introduction — Chapitre 1

Chapitre

Présentation de ’espéce Pseudomonas
aeruginosa

A-Caracteéristiques du genre Pseudomonas

Le terme Pseudomonas a été propose en 1894 par le botaniste allemand Walter Emil Friedrich
August Migula pour un genre qu'il a décrit comme « Cellules avec des organes polaires de
motilité. La formation de spores se produit chez certaines especes, mais elle est rare ». Ce genre
regroupe aujourd’hui plus de 200 espéces de bactéries, en forme de batonnets et mesurant de
0,5a 1,0 um de diamétre sur 1,5 a 5,0 um de longueur (Jun et al., 2016; Moore et al., 2006).
La plupart de ces bactéries a Gram négatif sont saprophytes, cependant, plus de 25 espéces sont
pathogénes pour les plantes les animaux ou les humains. On retrouve notamment I'espece P.
syringae, un phytopathogene majeur, responsable de I'émergence de maladies chez les arbres
fruitiers ou encore P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri et P. chlororaphis, qui
sont associées a des infections chez I’homme et les animaux (Peix et al., 2009). Ces especes
pathogénes sont opportunistes et ne peuvent infecter leur cible que si celle-ci est déja affaiblie
par une lésion ou une premiére infection par exemple. Bien que le nombre d’especes pathogénes
soit faible, I’utilisation abusive de médicaments pourrait augmenter ce nombre.

Une autre caractéristique du genre Pseudomonas est que ces especes sont retrouvées dans une
multitude d’habitats tels que I’eau, le sol, les plantes, les animaux et I’homme (Figure 1) (Scales
et al., 2014). Tout habitat proposant des composés organiques simples ou complexes, une
température comprise entre 4 et 42°C et un pH entre 4 et 8, est susceptible d’étre un
environnement propice pour Pseudomonas. Le seul facteur limitant la colonisation de ces
especes est le besoin en oxygene car ce sont des bactéries aérobies (Moore et al., 2006; Peix et
al., 2009). Cependant, il existe des conditions ou certaines especes de Pseudomonas peuvent
survivre en condition anaérobique. Ces especes utilisent alors le nitrate comme accepteur

d’électron alternatif a I’oxygéne pour la phosphorylation oxydative. Cela a été documenté pour
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P. stutzeri, et P. aeruginosa, mais leur croissance est lente et de l'arginine ainsi que des extraits

de levures doivent étre présents dans le milieu de culture (Moore et al., 2006).

Variable hosts
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| —
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Figure 1: Niches environnementales occupées par le genre Pseudomonas mettant en évidence
la large distribution de ces especes (Scales et al., 2014)

Les espéces du genre Pseudomonas ont pu coloniser ces différentes niches écologiques grace a

leur adaptabilité, leur grande polyvalence métabolomique et leur plasticité génétique. En effet,

elles ont la capacité de transférer horizontalement des éléments entre différentes souches (Qiu

et al., 2006) et possédent un génome important ; prés de 6,3 millions de paires de bases pour la

souche P.aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000). De plus, environ 10% des génes des génomes

de P. aeruginosa, P. putida, P. syringae et P. fluorescens, codent pour des produits impliqués

dans la régulation des genes. Cela explique la capacite du genre Pseudomonas a s’adapter aux

différentes contraintes environnementales (Moore et al., 2006).
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Parmi les différentes espéces qui composent le genre Pseudomonas, 1’espéce Pseudomonas

aeruginosa est la plus connue car la plus souvent associée aux infections humaines.

B-Pseudomonas aeruginosa, un pathogene opportuniste qui

s’adapte a son milieu

Plusieurs noms ont été attribué a ce pathogéne opportuniste comme Bacillus
pyocyaneus, Bakterium aeruginosa, Pseudomonas polycolor, et Pseudomonas pyocyaneus,
avant sa denomination finale. Ces noms refletent la forme en batonnet de cet organisme, mais
aussi ’aspect bleu-vert caractéristique d'une culture de cette bactérie ou du pus lors d’infection.
En effet, elle produit un mélange de deux pigments, la pyocyanine de couleur bleu et la
pyoverdine, une fluorescéine jaune (Botzenhart and Déring, 1993). Découverte en 1862 par
Lucke qui a observé des organismes en forme de batonnet dans le pus bleu-vert de plaies
infectées, P. aeruginosa n’a été isolée en culture qu’en 1882 par Carle Gessard a partir de plaies
cutanées de deux patients (Gessard, 1984; Lyczak et al., 2000).

La bactérie posséde plusieurs appendices lui permettant de se mouvoir dans différents milieux.
Tout d’abord un flagelle polaire, qui favorise la nage de la bactérie dans un environnement
liquide ainsi que son essaimage (« swarming ») sur des surfaces semi-liquides (0,5 & 1% de
gélose), a condition que le milieu présente des sources spécifiques d'azote et de carbone, telles
que le glutamate et le glucose (Kdéhler et al., 2000; Rashid and Kornberg, 2000). La bactérie
possede également des pili de type IV qui favorisent son adhérence et son déplacement
(« twitching ») sur des surfaces solides (Dasgupta et al., 2003; Mattick, 2002). Enfin P.
aeruginosa présente une motilité glissante (« sliding motility») sur des surfaces semi-solides,
essentielle pour coloniser les milieux favorisant la répression flagellaire, comme par exemple
les voies respiratoires humaines (Murray and Kazmierczak, 2008).

Le premier génome de P. aeruginosa & avoir été séquence est celui de la souche PA01 en 2000,
puis d’autres génomes ont été séquencés comme celui des souches PA14 et PA7 respectivement
en 2006 et 2010 (Lee et al., 2006; Roy et al., 2010; Stover et al., 2000). La taille de ces génomes
peut varier de 5,2 a 7 millions de paires de bases selon les souches. L’étude de Wolfgang sur le
génome de 18 souches couramment retrouvées dans les infections humaines et dans
I’environnement, a démontré une forte conservation du contenu génomique, notamment des
genes codant pour les facteurs de virulence (Wolfgang et al., 2003). De plus, le génome de P.
aeruginosa contient une forte proportion de géenes impliqués dans la régulation, le métabolisme

ainsi que les systémes de transport et d’efflux de composés organiques (Stover et al., 2000).
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Toutes ces caractéristiques génomiques reflétent 1’adaptation évolutive de P. aeruginosa pour
coloniser et prospérer dans une grande variété d’environnement.

La bactérie réside principalement dans les environnements humides des milieux
communautaire et hospitalier, comme le sol, les bondes des éviers et les douches, ainsi que dans
les systemes d'eau artificiels (Pellett et al., 1983; Rutherford et al., 2018). Pour le milieu
hospitalier, elle a également pu étre isolée a partir de cathéters, d’implants, de piscines (pour la
physiothérapie et I'hydrothérapie), mais aussi a partir d’humidificateurs ou de solutions pour
lentilles (Abdallah et al., 2014; Blanc et al., 2007; Harris et al., 1984; Lakkis and Fleiszig,
2001; Pollack, 1984). En revanche, P. aeruginosa est tres peu présente dans la flore
microbienne normale de ’homme. La bactérie est trés peu retrouvée sur la peau et dans les
narines et son taux de colonisation, dans les selles et la cavité buccale, est faible (D’Agata,
2015; Morrison and Wenzel, 1984). Cependant, I’hospitalisation d’un patient peu
considérablement augmenter son taux de colonisation, notamment si celui-ci présente une
altération des barrieres cutanées ou des muqueuses, a la suite d’actes chirurgicaux ou d’une
déficience dans son systéme immunitaire.

Suivant I’environnement dans lequel se trouve P. aeruginosa, la bactérie peut se présenter sous
deux modes de vie bien distincts, une forme planctonique ou une forme sessile, lorsqu’il y a

formation d’un biofilm
C-Mode de vie de P. aeruginosa

L’état planctonique correspond & la forme libre des bactéries, qui peuvent alors se déplacer de
facon isolée les unes des autres. Dans cet état, les bactéries expriment leur flagelle et les pili de
type IV pour se mouvoir. Sous cette forme, elles sont le plus souvent associées a des infections
de courte durée, mais avec des symptdémes séveres. Le passage de 1’état planctonique a sessile
s’opére quand les bactéries se fixent sur une surface pour former des microcolonies. Par la suite,
les bactéries vont croitre et produire des exopolysaccharides pour adopter une forme en
champignon, correspondant a un biofilm mature (Figure 2). Ainsi dans cet état, la densité
bactérienne est localement plus élevée que dans 1’état planctonique. La formation d’un biofilm
est nécessaire pour la colonisation des tissus humains au cours d’infections chroniques et pour
la persistance de la bactérie dans les dispositifs médicaux implantés. Au cours de cette transition
vers une forme sessile, de nombreux genes sont régulés dans le but d’adapter le comportement
de la bactérie a son nouveau mode de vie en communauté. En passant au stade biofilm, les

genes impliqués dans la formation des exopolysaccharides sont surexprimés, afin de favoriser
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I’adhésion des bactéries, tandis que les genes de motilité et de virulence sont réprimés (Dunne,
2002). Une fois le biofilm arrivé a maturation et afin d’assurer la survie dans un milieu hostile,
des bactéries du biofilm peuvent se détacher et retrouver un caractere planctonique. Cette
dispersion permet aux bacteries de coloniser de nouveaux environnements et de réinitialiser le
processus de formation du biofilm (Rollet et al., 2009; Mikkelsen et al., 2011; Joseph et al.,
2016).

Planctoniques Dissémination Biofilm
”‘/\\-«i;Q« <«
L~ Détach t
— /_ \\a " étachemen

Adhésion Formation de Maturation Biofilm
microcolonies mature

Figure 2: Cycle de vie du biofilm de P. aeruginosa. D'apres (Joseph et al., 2016)

D-Les infections a P. aeruginosa

P. aeruginosa est capable d’infecter une grande variété d’hdétes, vertébrés comme non-
vertébrés. La bactérie est un pathogene sévére pour les plantes, les insectes, mais aussi les
amibes et nématodes, ainsi que les mammiféres comme les souris et I’homme (Boman et al.,
1972; D’Argenio et al., 2001; Jander et al., 2000; Pukatzki et al., 2002; Rahme et al., 1995;
Tan et al., 1999). Chez I’homme, la bactérie est un pathogene opportuniste et il est donc
nécessaire que son systeme immunitaire soit affaibli ou que les barrieres du corps présentent

une rupture, pour que P. aeruginosa puisse initier une infection.
1- Les sites d’infection a P. aeruginosa et les facteurs de risques associés

Les sites d’infection de P. aeruginosa chez I’homme sont divers, tout comme les facteurs de
risque associés a ces infections. Les personnes les plus a risques sont celles atteintes de
mucoviscidose, suite a 1’épaissement du mucus des voies respiratoires et les patients en milieu

hospitalier. Ces derniers peuvent en effet présenter des Iésions graves ou un déficit du systeme
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immunitaire causé par une chimiothérapie ou le VIH par exemple, favorisant 1’infection.
(Franzetti et al., 1992; Lyczak et al., 2000). La pause d’un cathéter ou une intubation sont

également des facteurs de risque chez les patients hospitalises (David et al., 2005).

Le Tableau 1 résume les principales pathologies causées par P. aeruginosa en milieu
hospitalier ainsi que les facteurs de risque associes. La bactérie est principalement associée aux
infections pulmonaires (13,94%) et aux infections de la peau et des tissus mous (9, 29%) (Santé
Publique France, 2017)

Tableau 1: Facteurs de risque associés et prévalence de P. aeruginosa pour différents types
d’infections nosocomiales (Santé Publique France, 2017).

. ) . ) _ Rang de
Site d'infection Facteurs de risque Pathologie _
P.aeruginosa*

Intubation, respiration assistée, VIH
mucovisci . ,
Poumon ucoviscidose, . . Pneumonie 2°me
bronchopneumopathie  chronique
obstructive (BPCO)
Peau et tissus mous

(muscles, tendons, Blessure profonde : plaie, brilure, Infection

: . T . 2eme
ligaments, tissu acte chirurgical cutanée
adipeux)

S o Pose de cathéter urinaire ou voies Infection ame
Systeme urinaire 5

urinaires obstruées urinaire
Cathéter intravasculaire, seringue
contaminée, taux de globules blancs
Sang faible  (chimiothérapie), organe Bactériémie peme
infecté donnant accés a la
circulation sanguine
* parmi les bactéries isolées sur ces sites d’infections

P. aeruginosa est également a ’origine d’autres types d’infection en dehors de 1’hopital
comme :

e Des otites externes, liées a une infection du conduit auditif externe ou de ’oreille
profonde. Le principal facteur de risque pour ces infections est la nage en eau douce
(Schaefer and Baugh, 2012).

o Des Kératites (infections oculaires). Les principaux facteurs de risques sont une blessure
de la cornée et une contamination des lentilles de contact ou de la solution de lavage
(Sun et al., 2012).
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e Des folliculites (infections des follicules pileux). Les principaux facteurs de risques sont
la frequentation de spa ou bains bouillonnants insuffisamment chlorés (Zichichi et al.,
2000).

Les infections pulmonaires, toute origine confondue (hospitalier et non-hospitalier), restent la
principale cause d’infection a P. aeruginosa. Cela se produit notamment chez les personnes
présentant une détérioration des défenses pulmonaires, comme celles atteintes de
mucoviscidose, de bronchopneumopathie chronique obstructive ou celles sous respiration
mécanique. Cependant, bien que cela soit rare, quelques cas de pneumonie fatale a P.
aeruginosa, acquise en communauté chez des personnes auparavant saines, ont déja eté
documentés (Hatchette et al., 2000). Dans cette étude, les facteurs de risques mis en cause sont
I’exposition des patients a des aérosols provenant d’eaux contaminées par la bactérie et des
antécédents de tabagisme. En effet, en tenant compte du fait que cette derniére donnée n’était
disponible que chez 6 des 12 cas rapportés, 84 % des patients fumaient en moyenne 40 paquets

par an.
2- Les infections nosocomiales

Les infections nosocomiales se définissent comme étant des infections contractées dans un
établissement de soins. Ces infections doivent survenir au moins 48 h apreés 1’admission du
patient pour étre considérées « nosocomiales ». C’est généralement dans les services de
réanimation, de soins intensifs et les centres de brilés, que le risque d’infection a P. aeruginosa
est le plus important. Dans ces espaces, les patients sont en effet souvent immunodéprimes,

intubés, ventilés et porteurs de cathéters.

Selon une étude de 2012, menée par I’Institut nationale de Veille Sanitaire (InVS), 5% des
patients hospitalisés en France ont contracté une infection nosocomiale. Cela représente
750 000 infections par an. Les trois bactéries majoritairement associées a ces infections sont
Escherichia coli (26%), Staphylococcus aureus (16%) et P. aeruginosa (8,4%). Le taux plus
faible d’infections nosocomiales causées par P. aeruginosa, peut étre lié au fait que cette
bactérie est trés peu présente chez ’homme en tant que bactérie commensale, contrairement
aux deux autres bactéries. Or, dans la majorité des cas, les infections nosocomiales sont des
infections endogenes, ¢’est-a-dire que le patient est infecté par ses propres bactéries au cours
de certains actes chirurgicaux. En outre, les infections contractées a I’hopital par P. aeruginosa

se font via I’environnement hydrique des services (lavabos, robinets, savons, humidificateurs),

23




Introduction — Chapitre 1

car il s’agit d’un environnement humide, propice au développement et a la multiplication de la

bactérie (Floret et al., 2009).

Le microenvironnement dans lequel se trouve la bactérie et 1’état pathologique du patient, vont
engendrer des modifications génotypiques chez P. aeruginosa, aboutissant a deux types

d’infection : aigues ou chroniques (Hogardt and Heesemann, 2010; Ventre et al., 2006).
3- Les infections aigties

Ces infections sont soudaines et breves et principalement associées a des infections de type
nosocomiales. Elles se caractérisent par un mode de vie planctonique de P. aeruginosa, ainsi
que par I’expression d’un grand nombre de facteurs de virulence. On observe notamment une
propagation rapide de la bactérie, liée a une mobilité flagellaire accrue, ainsi qu’une forte
expression des pili de type IV. Ces appendices induisent aussi une réponse inflammatoire forte,
suite au contact de la bactérie avec les cellules de 1’hote. De plus, les systémes de sécrétion de
type 2 et 3 sont également activés, provoquant la libération de protéases et de toxines et donc
la formation de Iésions tissulaires. Cela cause des dommages au niveau des barriéres épithéliales
et crée des ouvertures, favorisant la dissemination de la bactérie (Gellatly and Hancock, 2013).
Cette dissémination sera d’autant plus importante si le systéme immunitaire de I’hote est affaibli

et donc incapable de faire face au pathogéne.
I- Les pneumonies

Les pneumonies causées par P. aeruginosa sont généralement acquise en milieu hospitalier et
rarement d’origine communautaire. Ces infections pulmonaires sont également plus fatales en
milieu hospitalier, car les patients présentent préalablement un endommagement des voies
respiratoires, causé par une ventilation mécanique, un traumatisme ou une infection virale
antérieure. Ces facteurs augmentent aussi le risque d’une dissémination de la bactérie a travers
le systéme sanguin. En régle générale, les pneumonies contractées a 1’hopital par P. aeruginosa
surviennent chez les patients mécaniquement ventilés, qui sont en soins intensifs ou les patients
neutropéniques (Fernandez-Barat et al., 2017). Pour donner un exemple, parmi les patients dans
les unités de soins intensifs européennes nécessitant une ventilation mécanique, P. aeruginosa
était responsable de 23,1% des cas de pneumonie (Koulenti et al., 2009). Dans certaines unités
de soin, les pneumonies dues a P. aeruginosa ont pu atteindre 30% voire 50% des
pneumopathies, ce qui a pour effet, entre autres, de prolonger la durée de séjour en soins

intensifs et d’augmenter la mortalité (Heyland et al., 1999; Magbool et al., 2017). Concernant
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les cas de pneumonies d’origine communautaire, les personnes sont souvent atteintes d’une
maladie pulmonaire chronique avant 1’apparition de la pneumonie bactérienne. Cependant
quelques cas de personnes auparavant en bonne santé et ayant contractées une pneumonie
communautaire grave, causée P. aeruginosa, ont été décrits (Hatchette et al., 2000; Wang et
al., 2019).

ii- Infections des voies urinaires

Les infections des voies urinaires sont les infections les plus répandues chez les patients
hospitalisés, représentant jusqu’a 49% des infections nosocomiales. Parmi ces infections, 7 a
10% sont causées par P. aeruginosa. Or la présence de cette bactérie chez ces patients
entraine des complications sévéres pouvant aboutir a une forte mortalité, notamment si les
patients présentent une autre maladie sévére (Lamas Ferreiro et al., 2017). C’est principalement
la cathétérisation des voies urinaires, qui est a 1’origine de ces infections et elle est souvent
associée a la formation de biofilm, ce qui peut conduire a une infection urinaire récurrente et
chronique (Mittal et al., 2009).

ii- Bactériémie

P. aeruginosa est la bactérie a Gram négatif la plus souvent impliquée dans les infections
sanguines. Ces infections résultent, soit de la dissémination des bactéries dans le milieu sanguin,
a partir d’un premier site d’infection, suite a la rupture des barrieres tissulaires, soit de
I’introduction de dispositifs médicaux, tels que les cathéters, qui donnent un acceés direct au
sang. Dans tous les cas, ces infections sanguines causées par P. aeruginosa sont souvent fatales
pour le patient, d’autant plus si le traitement antimicrobien initial est inapproprié (Micek et al.,
2005). Dans une publication récente, Choi et ses collégues, ont démontré que les patients
présentant une infection des voies respiratoires, causée par P. aeruginosa, étaient plus
susceptibles de contracter une bactériémie, que ceux présentant une infection des voies
urinaires. (Choi et al., 2018). Si la charge bactérienne n’est pas diminuée par 1’action du
systéme immunitaire et la prise d’antibiotiques adéquats, alors la bactériémie peut conduire a
une septicémie (réaction inflammatoire généralisée suite a la dissémination de la bactérie dans
tout I’organisme), voire une défaillance circulatoire aigué ou choc septique (diminution brutale

de la tension artérielle et défaillance multi-viscérale).
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Iv- Autres infections aigties

En raison de sa capacité a vivre et prospérer dans les environnements humides, qui constituent
sont reservoir principal, P. aeruginosa va pouvoir coloniser et infecter les yeux. En effet, cette
bactérie est régulierement impliquée dans les infections cornéennes graves et elle est I'espece
bactérienne la plus fréquemment isolée chez les porteurs de lentilles, ayant contractés une
kératite. Le port de lentille étant la cause la plus fréquente de kératite devant les maladies et
traumatismes oculaires (Green et al., 2008).

Ce pathogene est également impliqué dans les infections cutanées. En effet, comme pour la
bactériémie, P. aeruginosa est la bactérie a Gram négatif la plus souvent retrouvée dans les
bralures infectées. Ces infections sont la principale cause de morbidité chez les brilés. La perte
de la fonction barriere de la peau, facilite également ’entrée de pathogénes opportunistes,
comme P. aeruginosa, dans la circulation sanguine et peut conduire une bactériémie (Armour
et al., 2007).

Enfin, P. aeruginosa peut infecter d’autres parties du corps, comme les os, les articulations,
I’endocarde ou encore I’appareil digestif. Les infections ostéoarticulaires dues a P. aeruginosa
sont rares. Dans une étude menée entre 2002 et 2011, a I'ndpital Roger Salengro du CHU de
Lille, la prévalence de P. aeruginosa dans ces infections n’était que de 3,6 % contre 27 % pour
Staphylococcus aureus (Titécat et al., 2013). De méme, les infections de I’endocarde causées
par P. aeruginosa sont rares et affectent des patients particuliers, comme ceux possédant un
dispositif médical implantable actif (valves prothétiques, pacemaker). Concernant les infections
gastro-intestinales par P. aeruginosa, elles affectent principalement les personnes souffrant
d’obstruction gastro-intestinale et les patients neutropéniques (Ohara and Itoh, 2003)

Outre les infections aigues, P. aeruginosa est également responsable d’infections chroniques.
Ces infections surviennent a la suite d’infections aigiies, Si celles-ci ne sont pas traitées a temps

ou correctement, mais d’autres facteurs peuvent favoriser cette chronicité.
4- Les infections chroniques

Les infections chroniques ont habituellement un début progressif et une durée longue. Elles se
caractérisent par une colonisation, puis une persistance d’une ou plusieurs bactéries. Le nombre
et le type de bactérie pouvant évoluer avec le temps. Ces bactéries ont un mode de vie sous
forme de biofilm. Parmi les infections chroniques, P. aeruginosa est surtout identifiée chez les

personnes souffrant de symptomes respiratoires (obstruction des voies respiratoires), telles que
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celles atteintes de mucoviscidose ou d’une maladie pulmonaire obstructive chronique.
I- Infection des patients atteints de mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique récessive incurable, provoquée par une mutation
sur le géne CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), qui code pour une
protéine du méme nom. Elle affecte principalement les fonctions respiratoires et digestives. En
France, un enfant sur 4 500 nouveau-nés est atteint par cette maladie et I’espérance de vie ne
dépasse pas 46 ans. La plupart décédent d’insuffisance respiratoire. Actuellement, 1 500
mutations différentes ont été reportées et rendues responsables de 1’apparition de la maladie.
Ces mutations conduisent a I’inactivation, la malformation, voire a 1’absence de la protéine
CFTR. La plus courante (70% des cas) est la mutation deltaF508 entrainant un défaut de
repliement de la protéine apres synthese, empéchant sa localisation sur la surface apicale des
cellules épithéliales. En temps normal, elle forme un canal qui permet le passage d’ions
chlorures vers I’extérieur de la cellule, pour hydrater et fluidifier le mucus, une substance
impliquée dans 1’évacuation des poussieres et des bactéries grace au mouvement ciliaire. Sa
mutation engendre un blocage des ions chlorures dans les cellules et aboutit a une augmentation
de la viscosité et de 1’épaisseur du mucus. L’accumulation du mucus au niveau des bronches
va obstruer les bronchioles et devenir un milieu propice pour le développement de bactéries,
notamment P. aeruginosa. A I’age adulte, 80% des patients atteints de mucoviscidose sont
infectés par cette bactérie. Ces infections respiratoires chroniques sont la principale cause de
déces chez ces patients (Bhagirath et al., 2016; Emerson et al., 2002).

Comme illustré sur la Figure 3, les populations bactériennes dans les poumons des patients
atteints de mucoviscidose évoluent au cours du temps. Cependant, deux bactéries sont
majoritairement présentes et se disputent cet environnement. Il s’agit de S. aureus, qui est
principalement retrouvée chez les jeunes patients et P. aeruginosa, qui apparait
progressivement pour finir majoritaire en fin de vie. Cette inversion s’opére grace a la faculté
de P. aeruginosa de sécréter, ou d’induire la production par 1’héte, d’antimicrobiens, capables
d’éliminer S. aureus. En effet, lors de carence en fer, P. aeruginosa sécrete des molécules
appelées 2-alkyl-4 (1H)-quinolones, qui ciblent et tuent S. aureus. De plus, P. aeruginosa
stimule la production d’une enzyme par les cellules épithéliales, la phospholipase A2 de type-

I1A, capable d’¢éliminer les bactéries a Gram positif (Nguyen et al., 2015; Pernet et al., 2014).
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Figure 3: Prévalence des micro-organismes respiratoires, retrouvés chez les patients atteints de
mucoviscidose et regroupés par age (« 2017 Patient Registry Annual Data Report » 2017)

D’autres facteurs sont également responsables de la persistance de P. aeruginosa chez ces
patients. En particulier, la limitation en oxygéne et en nutriment, la prise d’antibiotiques et la
réponse immunitaire élevée, forcent P. aeruginosa a évoluer vers des clones plus adaptés a ce
nouvel environnement. Des modifications génétiques vont donc conduire a la perte de la
mobilité, a une diminution des facteurs de virulence, ainsi qu’a une augmentation de la
résistance face aux antibiotiques (Cullen and McClean, 2015; Hogardt and Heesemann, 2010;
Smith et al., 2006; Ventre et al., 2006; Warren et al., 2011; Whiteley et al., 2001). Ces
mutations évolutives favorisent également 1’émergence de clones mucoides, présentant une
surexpression des génes codant pour les exopolysaccharides. Ces exopolysaccharides jouent un
role important dans la formation du biofilm et offrent une protection a P. aeruginosa contre le
systétme immunitaire de I’hote et les antibiotiques, afin que la bactérie perdure dans cet
environnement hostile (Bjarnsholt et al., 2009; Breidenstein et al., 2011). De plus, sous sa forme
biofilm, P. aeruginosa va sécréter des composés, comme les rhamnolipides ou la pyocyanine,
qui vont augmenter I’inflammation et donc les dommages tissulaires (Jensen et al., 2007;

Mowat et al., 2011).
ii- Autres infections chroniques causees par P. aeruginosa

Bien que I’infection chronique par P. aeruginosa, chez les patients atteints de mucoviscidose,
soit la pathologie la plus fréquente, il existe d’autres pathologies ou la bactérie est associée de
fagon chronique. En particulier, d’autres maladies touchant le poumon ou le tractus urinaire, la
peau et les oreilles.

Concernant les pathologies pulmonaires, P. aeruginosa est un pathogéne réguliérement
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associée aux personnes atteintes de maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC). En
effet, ces personnes présentent des difficultés respiratoires liées a une obstruction du flux d’air
et une forte production d’expectorations, ce qui favorise les infections chroniques par des
pathogénes opportunistes. La prévalence de P. aeruginosa chez ces personnes est de 4 a 15%
et sa présence est fortement corrélée avec la production d’exacerbations symptomatiques
(Martinez-Solano et al., 2008; Rosell et al., 2005; Williams et al., 2010). P aeruginosa est
également responsable d’infections chroniques chez les patients atteints de bronchiectasie,
d’asthme chronique ou de cancer du poumon (Davies et al., 2006; Gao et al., 2018; Holm et
al., 2013; Zhang et al., 2012).

En outre, comme évoqué dans la partie « Les infections aigues », P. aeruginosa provoque des
infections chroniques du tractus urinaire, en formant un biofilm a la surface des sondes utilisées
(Kirmusaoglu et al., 2017; Mittal et al., 2009). Cette production de biofilm n’est pas liée a la
production d’exopolysaccharides, contrairement a ce qui est observé dans le poumon, mais a la
libération d’ADN extracellulaire via le contact des bactéries avec I'urine et I'urée du patient
(Cole et al., 2014).

P. aeruginosa est également responsable de plaies chroniques, notamment chez les personnes
diabétiques, en raison d’une mauvaise circulation sanguine qui diminue la réponse immunitaire
et la guérison (Mulcahy et al., 2014; Serra et al., 2015). Enfin, c¢’est un pathogéne commun
retrouvé dans les infections chroniques de I’oreille moyenne, appelées otites moyennes

suppurées chroniques (Mansoor et al., 2009; Song et al., 2016).

Dans tous les cas, la prise en charge a temps du patient avec un traitement adapté est primordiale
afin d’augmenter ses chances de survie face a une infection par P. aeruginosa, qui peut se
révéler fatale. Cependant, beaucoup de souches ont développé une résistance aux antibiotiques

couramment utilisés, ce qui pose un probléme de santé majeur.
5- La résistance aux antibiotiques

L’utilisation intense et récurrente d’antibiotiques, pour traiter les patients infectés par P.
aeruginosa, a abouti a I’émergence de souches multirésistantes aux differentes classes
d’antibiotiques, qui sont les 3-lactamines hors carbapénemes (pénicillines, céphalosporines et
monobactames), les carbapénemes, les fluoroquinolones et aminosides (Barbier and Wolff,
2010). Cela a conduit I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) a classer P. aeruginosa
comme priorité critique pour la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques, en
février 2017.
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La sélection de souches résistantes aux antibiotiques s’opére par différents mécanismes.
Comme illustré dans le Tableau 2, la résistance de ces souches peut étre liée a la mutation
chromosomique de génes induisant : i) une modification des cibles des agents antibactériens ii)
la surexpression de pompes a efflux, iii) I’augmentation de I’imperméabilité de la membrane
externe, suite a la formation d’un biofilm et I’inhibition de porines, et iv) 1’expression
constitutive de génes de résistance (Bonomo and Szabo, 2006; Lister et al., 2009; Barbier and
Wolff, 2010; Hwang and Yoon, 2019). Plus inquiétant, on peut également observer I'acquisition
de génes de résistance par transfert horizontal, pendant 1’antibiothérapie (Barbier and Wolff,
2010; Pachori et al., 2019). Les souches multirésistantes peuvent cumuler plusieurs de ces
mécanismes de résistance, limitant considérablement les options thérapeutiques pour les

éradiquer et ainsi soigner les patients.

Tableau 2: Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques chez Pseudomonas
aeruginosa (Barbier and Wolff, 2010)

Classe Résistances par mutations Résistances par acquisition de génes

d’antibiotiques (chromosomiques) (quasi exclusivement plasmidiques)
Mécanisme Support Molécules Mécanisme Support Molécules concernées

génétique concernées génétique
B-\uctumines Hyperproduction de la ampC TIC, TCC, PIP, PTZ, B-Iuctumuses de classe A*
céphalesporinase ampC (ampD, ampR) FEP, CAZ, AZT Pénicillinases blag, TIC, PIP

BLSE blapg, blags blays TIC, TCC, PIP, PTZ, FEP, CAZ, AZT
Carbapénémases blayac Ensemble des B-lactamines?

(IMI, MER, DOR: I/R)

Efflux actif MexAB-oprM TIC, TCC, AZT, MER B-lactamases de classe B blay, blayg blagy Ensemble des B-lactamines sauf AZT
MexXy-oprM FEP (métallo-carbapénémases)
MexCD-opr] FEP
Imperméabilité aux OprD IMI (+ MER et DOR) B-lactamases de classe D blagy Variable (sauf IMI, MER, DOR)
carbapé némes
Aminosides Efflux actif MexXy-oprM Toutes Modification des aminosides’ AAC(6°)-1 TOB, NET, AMK
APH(3")-11 AMK
Modification de la cible rmt Toutes

(méthylation de I'ARNr)

Fluoroquinolones Modification de la cible gyrA (++), parC cip Non rapporté (notamment Onr et AAC[4']-Ib-cr)
(topo-isomérases I1-1V)
Efflux actif MexdB-oprM cip
MexXy-oprM
MexCD-opr)
Autres
Colistine Modifications de la structure de la membrane externe {exceptionnelle) Non rapporte

Ces souches multi- voire pan-résistantes ont des conséquences directes sur 1’augmentation de
la mortalité, les interventions chirurgicales, le temps de s€jour a 1’hopital et le cotit global pour
traiter I’infection (Aloush et al., 2006; Lister et al., 2009). Actuellement, de nouvelles
approches voient le jour afin de limiter les infections par des souches multirésistantes de P.
aeruginosa. Ces approches concernent I’utilisation de différentes combinaisons d'antibiotiques,
ainsi que le développement de nouveaux antibiotiques (Doripenem, plazonmicin, POL7001).

On voit également apparaitre ’utilisation de nouvelles stratégies therapeutiques, seules ou en
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combinaison avec des thérapies conventionnelles. Parmi ces nouvelles thérapies, certaines
visent a empécher la formation du biofilm (inhibiteurs du quorum-sensing et des lectines
bactériennes, chélateurs des ions fer), a améliorer la pénétration des antibiotiques dans la
bactérie (nanoparticules), a prévenir les infections (vaccins) ou a lyser ces bactéries (peptides
antimicrobiens et thérapie phagique) (Pang et al., 2019).

Pour conclure, la sévérité des infections a P. aeruginosa est liée a la forte capacité d’adaptation
de la bactérie pour survivre dans des environnements hostiles, mais aussi a son incroyable

résistance face a de multiple antibiotiques.
E- Déclenchement du systéeme immunitaire par P. aeruginosa

La colonisation et le franchissement des barrieres naturelles de 1’héte (peau et muqueuses) par
P. aeruginosa, conduit a 1’activation du systéme immunitaire. Ce systéme immunitaire met en
jeu 'immunité innée, qui est un mécanisme de défense non spécifique et I’'immunité acquise,
dite adaptative, qui est sélective de I’agent pathogéne a éliminer. L’immunité innée se
déclenche tres tét, suite a la reconnaissant de motifs moléculaires associés a certaines structures
du pathogeéne, comme le flagelle, les pili et les LPS, regroupés sous 1’acronyme PAMP
(Pathogen-Associated Molecular Patterns), par des récepteurs cellulaires spécifiques, les PRR
(Pattern Recognition Receptors). Ces récepteurs se situent au niveau des cellules épithéliales,
des neutrophiles et des monocytes/macrophages et se composent entre-autres, des récepteurs
membranaires TLR (Toll-Like Receptors) et des récepteurs cytosoliques NLR (Nod-Like
Receptors). L’activation des TLR se traduit par la synthése de cytokines pro-inflammatoires
(IL-1p et IL-18) au sein de cellules sentinelles comme les macrophages alvéolaires dans le
poumon ou les cellules NK (DiMango et al., 1995; Wesselkamper et al., 2008; Bonfield et al.,
2012). Ces cytokines sont ensuite activees et sécrétées, suite a 1’activation de NLRs et
I’assemblage d’un inflammasome de type NLRC4 ou NLRP3. Cette premiére phase
inflammatoire entraine la synthése et la sécrétion de chimiokines, comme 1’IL-6 et I’IL-8,
déclenchant le passage de cellules immunitaires du sang vers le tissu infecté (Figure 4). Les
cellules recrutées, majoritairement composées de neutrophiles, vont éliminer les bactéries par
phagocytose. Les facteurs du complément participent aussi a cette élimination en formant des
pores dans la membrane bactérienne, grace au complexe d’attaque membranaire (CAM)
(Lavoie et al., 2011). Ainsi, lI'infection des poumons par P. aeruginosa, déclenche une réponse
inflammatoire intense chez I'ndte. Pour preuve, les patients atteints de mucoviscidose et infectés

par P. aeruginosa présentent généralement une inflammation excessive, avec notamment une
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forte expression de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1p, I’IL-6 et I’'IL-8 (DiMango et
al., 1995; Kube et al., 2001; Bonfield et al., 2012).

L’immunité acquise se déclenche plus tardivement, parfois plusieurs jours aprés le premier
contact avec le pathogeéne. Elle est activée apres digestion du pathogéne par les phagocytes, en
particulier les cellules dendritiques. Ces cellules fixent des peptides bactériens sur les récepteurs
CMH (Complexe Majeur d'Histocompatibilité) et les présentent aux lymphocytes T et B, au
niveau des ganglions lymphatiques, permettant entre-autres, la production d’anticorps
spécifiques et de cellules mémaoires.

Pour persister et disséminer dans I’organisme, P. aeruginosa va atténuer le systéme
immunitaire de ’hote a ’aide de plusieurs facteurs de virulence qui seront détaillés dans le
Chapitre 2 (Allen et al., 2005; Chung et al., 2009; Diaz et al., 2008; Garrity-Ryan et al., 2000;
Rocha et al., 2003; Skopelja-Gardner et al., 2019; Van Gennip et al., 2009). L’activation de
I’immunité innée est nécessaire a 1’élimination du pathogéne, mais est a double-tranchant : la
stimulation incessante de la réaction inflammatoire liée a la persistance de la bactérie est

délétere pour 1’organisme et cause des Iésions graves.
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Figure 4: Activation de la réponse immunitaire innée face a une infection par P. aeruginosa
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Chapitre

L_es facteurs de virulence de P.
aeruginosa

P. aeruginosa posséde plusieurs facteurs de virulence, qui constituent un arsenal dont la
bactérie se sert pour adhérer, survivre et coloniser différents hétes (Figure 5). Parmi ces
facteurs de virulence, certains sont associés a la membrane bactérienne, comme le flagelle et
les pili de type IV et permettent a la bactérie de se déplacer et d’adhérer sur des surfaces
cellulaires ou acellulaires. D’autres exportent des toxines ou des enzymes dans le milieu
extracellulaire ou directement dans les cellules cibles. C’est le cas des systemes de sécrétion,
qui jouent un role essentiel dans le pouvoir pathogéne de la bactérie. P. aeruginosa exerce une
fine régulation de ces facteurs de virulence afin de les adapter au contexte de 1’infection, aigiie
ou chronique. En particulier, les facteurs cités précédemment seront exprimés au cours d’une
infection aigle, tandis qu’ils seront réprimés lors du passage a la chronicité.

Dans ce chapitre, je détaillerai ces facteurs et leurs roles dans I’infection. Pour les systémes de
sécrétion, je me focaliserai en particulier sur les systemes de sécrétion de type 2 et 3, car ils
jouent un réle majeur dans les infections aigties. De plus, le type 3 permet la libération de la

toxine ExoU dans les cellules cibles, toxine sur laquelle a porté mon projet de these.
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Figure 5: Les facteurs de virulence de P. aeruginosa (Hauser and Ozer, 2011)
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A-Le flagelle

Le role du flagelle est d’assurer la mobilité et le chimiotactisme de P. aeruginosa vers des
substrats spécifiques, mais il joue également un réle dans la virulence de la bactérie et la réponse

inflammatoire de 1’hote.
1- Structure du flagelle

P. aeruginosa est une bactérie monotriche, c’est a dire qu’elle ne posséde qu’un seul flagelle
polaire, mesurant de 15 a 20 um de long (Figure 6). 1l est composé de plusieurs protéines et se
divise en trois compartiments bien distincts :

e Le corps basal, enchéssé dans la paroi de la bactérie, qui est composé de deux anneaux
fixes, L et P et de deux anneaux mobiles M et S couplés a un systéme statique.
Ensemble, ils constituent un complexe responsable de la rotation du flagelle, qui
s’effectue grace a un gradient électrochimique de proton ou de sodium existant entre
I’intérieur et I’extérieur de la bactérie.

e Un filament hélicoidal, composé d’un assemblage de protéines FliC (flagelline) et qui
se termine par la protéine FIiD.

e Un crochet rigide, qui sert de lien entre les deux premiers compartiments.

Le mouvement de rotation généré par le corps basal est transmis a une tige axiale, par les
anneaux M et S, ce qui entraine la rotation du crochet. De par son aspect en forme de « coude »
et sa rigidité, le crochet transmet cette rotation au filament, qui effectue alors un mouvement
hélicoidal, propulsant la bactérie (Pallen and Matzke, 2006).

A B

Figure 6: Flagelle des bactéries a Gram négatif. A. Flagelle polaire monotriche de
Pseudomonas aeruginosa vu en microscopie électronique (Wisplinghoff and Seifert, 2010). B.
Structure du flagelle (Pallen and Matzke, 2006)
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2- Importance du flagelle dans la mobilite

Ce flagelle confére a P. aeruginosa une mobilité de type nage (« swimming ») ou de type
« essaimage » (« swarming ») selon 1I’environnement ou se trouve la bactérie.

La nage est une mobilité rapide dans les environnements aqueux ou expérimentaux, comportant
moins de 0,4% d’agar. Dans ces conditions, la bactérie peut se déplacer a une vitesse de
plusieurs dizaines de micrométres par seconde, par exemple 41 um.s™ pour la souche PAK
(Doyle et al., 2004; Murray and Kazmierczak, 2006). Selon les stimulus, la bactérie pourra se
mouvoir vers I’avant ou vers I’arriére pour se déplacer vers un environnement propice ou au
contraire, s’éloigner d’un environnement peu favorable. Cette adaptation de la nage aux signaux
externes, ou chimiotactisme, est médiée par des chémorécepteurs qui engendrent une cascade
de signalisation, modifiant la fréquence de rotation dans le sens horaire ou anti-horaire du
flagelle (Sampedro et al., 2015). Ces chémorécepteurs sont enchassés dans la membrane
cytoplasmique et captent des ligands situés dans le périplasme. Chez P. aeruginosa, il existe 26
chémorécepteurs différents, qui montrent un chimiotactisme positif envers les acides aminés,
I’éthyleéne et le malate (Kato et al., 2008; Sampedro et al., 2015)

La mobilité de type essaimage correspond a un déplacement coordonné de bactéries sur des
surfaces semi-solides, mimée en laboratoire par de 1’agar mou comportant 0,5 a 0,7% d’agar.
Cette mobilité requiere la présence du flagelle mais aussi des pili de type IV et la production de
biosurfactant, comme les rhamnolipides, qui réduisent la friction entre la bactérie et la surface
sur laquelle elle se déplace. Ce type de déplacement est induit lorsque certains acides aminés,
comme le glutamate ou I’aspartate, sont la seule source d’azote du milieu. De plus, la
morphologie de P. aeruginosa évolue pour favoriser cette mobilité. En effet, les bactéries sont
plus allongées et surtout, certaines se voit attribuer un deuxieme flagelle situé au méme péle

que le premier flagelle (Kéhler et al., 2000; Rashid and Kornberg, 2000).
3- Importance du flagelle dans 1’infection

Le flagelle est important pour les différentes étapes du processus infectieux. D’ une part, il est
essentiel pour I’adhésion de P. aeruginosa sur des surfaces cellulaires ou acellulaires. Il permet
I’adhésion de la bactérie sur les cellules épithéliales du c6té basolatéral, ainsi que sur le mucus
recouvrant les voies respiratoires, via les protéines FIiC et FliD (Arora et al., 1998; Bucior et
al., 2012; Lillehoj et al., 2002; Scharfman et al., 2001). D’autre part, il contribue a la persistance
de la bactérie sur le lieu de I’infection. Cela a été¢ démontré au niveau cutané mais également

dans le poumon, ou le flagelle réduit 1’effet bactéricide de la protéine A du surfactant (Garcia
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et al., 2018; Zhang et al., 2007). Enfin, cet appendice est responsable de la dissémination de la
bactérie. Il favorise I’invasion de I’épiderme et participe au chimiotactisme de la bactérie,
notamment vers les zones l1ésées et vers d’autres organes a travers le systéme sanguin (Drake
and Montie, 1988; Feldman et al., 1998; Garcia et al., 2018; Matilla and Krell, 2018; Schwarzer
etal., 2016).

Cependant, le flagelle active une réponse immunitaire innée, susceptible d’éliminer la bactérie.
Au niveau des cellules des voies respiratoires et de 1’épiderme, la flagelline FliC est reconnu
par les récepteurs TLR2 et TLRS5, ce qui stimule la libération de cytokines (Adamo et al., 2004;
Balloy et al., 2007; Garcia et al., 2018). Cela induit le recrutement des neutrophiles vers le lieu
de I’infection ainsi que la production de mucus (Mohamed et al., 2012). De plus, la nage de la
bactérie médiée par le flagelle et sa liaison au mucus, vont faciliter I’élimination de la bactérie
via les mécanismes de clairance de 1’hote comme la phagocytose et I'escalator muco-ciliaire
(Amiel et al., 2010; Feldman et al., 1998; Lovewell et al., 2011).

Le flagelle est donc un facteur de virulence important pour ’initiation puis 1’aggravation de
I’infection, mais qui est par la suite, facilement ciblé par le systeme immunitaire inné. Ainsi,
cet appendice extracellulaire est réprimé lors du passage d’une infection aigiie vers une
infection chronique. Cela explique que les souches environnementales et la plupart des isolats
cliniques de P. aeruginosa sont flagellés et mobiles, contrairement aux souches retrouvées dans

les infections chroniques. (Mahenthiralingam et al., 1994; Wolfgang et al., 2004).
B- Les pili de type IV

Les pili de type IV sont des appendices filamenteux de surface tres flexibles. Chez P.
aeruginosa il existe deux sous-classes de pili de type 1V, selon la séquence primaire de la sous-
unité piline : les IVa et IVb. Les pili de type IVVa sont associés a la mobilité de type contraction
(« twitching ») ainsi qu’a 1’adhérence et la virulence de la bactérie, tandis que les pili de type
IVb sont associés au transfert horizontal de géne (Carter et al., 2010). Au sein des pili de type
IVb, il existe encore une sous-classe nommée Tad (pour « Tightadherence pili »). P.
aeruginosa peut presenter ces trois sous-classes de pili de type IV sur une méme souche, mais
chacun a un systeme d'assemblage sépare. Comme les pili de type IVb et Tad ne sont
généralement pas associes a la mobilité et que leur implication dans la virulence n’est que peu

décrite, je présenterai les pili de type IV en me référant a la sous-classe IVa.
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1- Structure des pili de type IV

Chez P. aeruginosa, les pili de type IV sont polaires et chaque pilus mesure environ 6 nm de
diametre et jusqu'a plusieurs micrométres de long. Ces pili peuvent étre situés au méme pdle
que le flagelle, le péle opposé ou les deux pdles (Cowles et al., 2013). Leur nombre dépend de
I’état de la bactérie, si elle est sous forme planctonique ou exposée a une surface. En effet,
1’assemblage polaire des pili est contr6lé par le contact de la bactérie avec des surfaces solides
(Cowles and Gitai, 2010). Lavantie et al., ont montré que, sous forme planctonique, seuls 30%
des bactéries de P. aeruginosa ont des pili, avec en moyenne un seul pilus, mais que I’exposition
a une surface (15 min) augmente considérablement ce pourcentage, ainsi que le nombre de pili

par bactérie, qui peut étre supérieur a 8 (Laventie et al., 2019).

La structure du pilus de type IV peut étre divisé en 4 sous-complexes (Figure 7) (Burrows,
2012; McCallum et al., 2016; Wehbi et al., 2011) :

e Un sous-complexe enchassé dans la membrane externe, composeé de la sécrétine PilQ et
de sa lipoprotéine pilotine, PilF. Cette derniére participe a 1’¢longation du pilus ainsi
qu’a la localisation et I’oligomérisation de la sécrétine PilQ, qui elle constitue un canal
permettant la sortie du pilus en dehors de la bactérie.

e Un sous-complexe situé au niveau de la membrane interne, composé de PilC, PilD et de
trois ATPase PilB, PilT et PilU. La prépiline peptidase PilD permet la biogénese du
pilus puisqu’elle clive la séquence signale des pilines afin d’obtenir des pilines matures.
Ces pilines matures sont ensuite polymérisées par PilB et PilC qui fournissent 1’énergie
nécessaire pour cet assemblage alors que PilT et PilU sont impliquées dans leur
dépolymérisation.

e Un complexe d’alignement, qui relie les composants des membrane cytoplasmique et
externe (PIIMNOP et FimV).

e La fibre constituant le pilus est quant a elle composée principalement de la piline

majeure PilA puis vers I’extrémité, des pilines mineurs ainsi que 1’adhésine PilY1.
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Figure 7: Pili de type IV de P. aeruginosa. A. Pili de type IV aprés 15 min d’exposition sur
une surface solide vu en microscopie électronique (Laventie et al., 2019). B. Schéma d’un pilus.
D’apres (Burrows, 2012) et (Nguyen et al., 2015b)

2- Importance des pili de type IV dans la mobilité

Comme mentionné précédemment, les pili de type IV sont importants pour la mobilité de type
« swarming » (Kohler et al., 2000). Cependant, ils ne sont pas directement impliqués dans le
déplacement mais permettent plutot de renforcer 1’association des bactéries entre-elles, afin
d’engendrer et de coordonner ce mouvement collectif (Anyan et al., 2014).

La mobilité des bactéries liée aux pili est principalement de type « twitching ». Il s’agit d’un
mouvement de traction sur une surface solide, ou les bactéries se regroupent pour former des
« radeaux » et se déplacent linéairement le long de leur axe longitudinal. Ce mouvement est
engendré par les mécanismes successifs de polymérisation puis dépolymérisation des pilines,
permettant I’extension des pili, qui se fixent alors a la surface, puis se rétractent au niveau de
leur base. Les bactéries se déplacent donc de maniére saccadée, comme tractées par des
grappins (Merz et al., 2000; Tala et al., 2019). Ce type de déplacement est activé a la suite de
différents signaux environnementaux comme la présence de lipides, notamment les
phosphatidyléthanolamines, la production d’alginate, la présence d’ADN extracellulaire ou
encore la carence en fer (Whitchurch et al., 1996; Kearns et al., 2001; Patriquin et al., 2008;
Gloag et al., 2013)

Enfin, les pili de type IV sont également impliqués dans deux autres modes de déplacement
pour I’exploration locale, le « crawling » et le « walking ». Durant le crawling, la bactérie se

déplace en rampant le long de son axe longitudinal tandis que durant le walking, la bactérie est
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orientée verticalement, et « marche » de fagon perpendiculaire & son axe. Selon le type de
déplacement choisi, les bactéries pourront couvrir de grande distance ou explorer rapidement

la zone sur laquelle elles sont attachées (Conrad et al., 2011).
3- Importance des pili au cours de 1’infection

Lors d’une infection, les pili sont essentiels pour I’adhésion des bactéries aux cellules. II se lient
a différents récepteurs se trouvant sur la partie apicale ou basolatérale des cellules épithéliales.
En particulier les N-glycanes ou les glycosphingolipides, telles que les protéines asialo-GM1 et
asialo-GM2 pour la partie apicale et les intégrines pour la partie basolatérale, via 1’adhésine
PilY1 (Sheth et al., 1994; Bucior et al., 2012; Heiniger et al., 2010; Johnson et al., 2011).

Le rapprochement entre la bactérie et les cellules, permis par les pili de type IV, contribue a la
virulence de P. aeruginosa (Comolli et al., 1999a; Bucior et al., 2012). La fonction d’adhésion
des pili favorise notamment ’injection de toxines, via le systeme de sécrétion de type 3
(Heiniger et al., 2010; Hayashi et al., 2015; Golovkine et al., 2016a; Sundin et al., 2002). Basso
et al., ont également montré que les pili étaient nécessaires a I’activité cytotoxique de la « pore-
forming » toxine ExIA, parce qu’ils favorisent un contact étroit et donc une concentration locale
d’ExIA forte au niveau de la cellule cible (Basso et al., 2017a). De plus, ces appendices sont
essentiels au développement d’un biofilm mature, permettant a P. aeruginosa de persister sur
le lieu de I’infection (Klausen et al., 2003; Barken et al., 2008).

La mobilité de type twitching générée par les pili, est aussi responsable de la virulence et de la
dissémination des bactéries dans I’organisme (Alarcon et al., 2009; Comolli et al., 1999b;
Zolfaghar et al., 2003). Cependant les pili peuvent induire 1’activation des facteurs de virulence,
indépendamment de leur role joué dans la mobilité. Persat et al., ont démontré que les pili de
type IV était un systéme chimio-mécano-répondant qui, lors du contact avec une surface,
stimulent la production d’AMPc, entrainant 1’activation de génes régulés par le facteur Vfr
(Virulence Factor Regulator), dont certains facteurs de virulence (Siryaporn et al., 2014; Persat
et al., 2015). Marko et al., ont également demontré, dans un modele d’infection aigiic chez
Caenorhabditis elegans, que les pilines mineures et I’adhésine PilY 1 participaient a I’activation
des genes de virulence (Marko et al., 2018).

Neéanmoins, les pili induisent une réponse inflammatoire. L’injection de protéines purifiées de
piline est responsable du recrutement de leucocytes, ainsi que d’une inflammation locale dans
un modéle murin d’infection pulmonaire aigiie (Tang et al., 1995). De plus, la liaison de la

piline avec les glycolipides asialylés (aGM1), qui sont associés au récepteur TLR2 sur la surface
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apicale des cellules des voies respiratoires, provogue une cascade de réaction stimulant

I’activation du facteur NF-xB et I’expression de génes pro-inflammatoires (Soong et al., 2004).

Parmi les autres facteurs de virulence existant chez les bactéries, on distingue les systéemes de
sécrétion, permettant la libération de protéines dans le milieu extérieur ou dans un autre
organisme. P. aeruginosa, posséde cing des sept systemes de sécrétion bactériens ; ceux de type

4 et 7 n’ayant pas identifiés chez cette bactérie (Green and Mecsas, 2016).
C- Le systéme de secrétion de type 2

Le SST2 permet la sécrétion de toxines et d'enzymes ayant, pour effet, de dégrader
I’environnement proche de la bactérie. Les effecteurs de ce systéme franchissent les deux
membranes des bactéries & Gram négatif par un processus en deux étapes. Ils sont d’abord pris
en charge par la machinerie Sec ou Tat, selon 1’état déplié ou replié¢ de 1’effecteur, afin de
traverser la membrane interne et d’étre exportés dans le périplasme. Cette étape s’accompagne
du clivage du peptide signal situé en N-terminal, puis du repliement de I’effecteur. Ceux-ci sont
ensuite transloqués a travers la membrane externe par le SST2, puis libérés dans le milieu
extracellulaire (Voulhoux et al., 2001; Douzi et al., 2012).

1- Structure du SST2

Le SST2 est composé de 11 a 16 protéines différentes et peut se diviser en trois compartiments
distincts (Figure 8) (Bleves et al., 2010) :
e Une plateforme enchassée dans la membrane interne, contenant une ATPase qui fournit
I’énergie au systéme.
e Un canal de large diamétre, la sécrétine, située dans la membrane externe et qui
reconnait les effecteurs repliés du périplasme
e Un pseudopilus, qui fonctionne comme un piston, grace a I’hydrolyse de I’ATP et qui
permet d’expulser les effecteurs. Ce pseudopilus est composé d’un assemblage d’une
pseudopiline majeure avec quatre pseudopilines mineures, exportées depuis le

cytoplasme par la machinerie Sec
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Figure 8: Représentation schématique du SST2 chez Pseudomonas aeruginosa. D’apreés (Douzi
etal.,, 2012)

Il existe trois types de SST2, présentant la méme organisation générale et qui peuvent
fonctionner indépendamment les uns des autres. Le systéeme Xcp, qui permet la sécrétion d'au
moins 12 effecteurs différents, dont les principales toxines et enzymes de dégradation (Bleves
et al., 2010). Le systeme Hxc, actif uniqguement dans les milieux de croissance faibles en
phosphates et dédi¢ a la sécrétion d’un seul effecteur, LapA, une phosphatase alcaline (Ball et
al., 2002; Cadoret et al., 2014). Et enfin, le systéme Txc, présent uniqguement dans la souche
PA7 de P. aeruginosa et responsable de la sécrétion d’une protéine de liaison a la chitine, CbpE
(Cadoret et al., 2014).

2- Les principaux effecteurs du SST2 de type Xcp

Parmi les effecteurs principaux de ce systeme, on trouve l'exotoxine A, les protéases LasA et
LasB, ainsi que les phospholipases C. Le SST2 peut également sécréter la protéase IV (PrpL),
et des lipases comme LipA et LipC (Martinez et al., 1999).

i- La protéase LasB

LasB est une métalloprotéinase importante pour la colonisation de I'h6te et la destruction des
tissus. Elle entraine la dégradation de plusieurs composants de la matrice extracellulaire comme
le collagene, la fibronectine, la vitronectine et 1’¢lastine. Elle clive également les protéines des
jonctions serrées (occludine et claudine-1 et 4) et la VE-cadhérine (VE pour « vascular
endothelial »), I'un des principaux composants des jonctions endothéliales. Cela conduit a la
rupture des barriéres tissulaires, ainsi qu’a I’invasion et la dissémination de la bactérie vers
d’autres organes a travers le sang (Beaufort et al., 2013; Nomura et al., 2014; Golovkine et al.,

2014). LasB permet également de déjouer les défenses immunitaires de I’hote. Elle clive les
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protéines A et D du surfactant pulmonaire, normalement responsables de la clairance
bactérienne et elle réduit la phagocytose des macrophages, ainsi que la production de certains
composants immunitaires comme les cytokines et les protéines du complément (Mariencheck
et al., 2003; Bleves et al., 2010; Bastaert et al., 2018).

ii- La protéase LasA

Tout comme LasB, LasA a une activité élastolytique (clive 1’¢élastine), mais cette activité est
faible. Elle participe plut6t au renforcement de ’activité élastolytique de LasB. De plus, elle
posséde une activité staphylolytique, c’est-a-dire que la protéase est capable de cliver le
peptidoglycane de S. aureus, permettant 1’élimination de la bactérie (Peters and Galloway,
1990; Kessler et al., 1997). Cela confére probablement un avantage sélectif a P. aeruginosa
contre S. aureus lors de la compétition pour la colonisation du poumon, chez les patients atteints

de mucoviscidose.
ii- L’exotoxine A ou ToxA

Il s’agit d’une toxine AB dont le domaine B (pour « Binding ») se fixe sur le récepteur CD91
de la cellule cible, permettant I’internalisation de la toxine. Apres séparation avec son récepteur,
ToxA est clivée, libérant ainsi son domaine A (pour « Activity »), qui subit un transport
rétrograde jusqu’au réticulum endoplasmique (RE) avant de rejoindre le cytosol. Ce domaine
inactive le facteur d’élongation EF-2 grace a son activité ADP-ribosyltransférase, entrainant
une inhibition de la synthése des protéines et la mort cellulaire (Bleves et al., 2010; Michalska
and Wolf, 2015).

Iv- Les phospholipases C

Lors d’une carence en phosphate, P. aeruginosa peut sécréter trois phospholipases C, qui sont
PlcH, PIcN et PlcB. Ces enzymes dégradent les phospholipides des membranes cellulaires,
diminuent la fonction du surfactant pulmonaire et déclenchent la libération de molécules
inflammatoires (Holm et al., 1991; Konig et al., 1997; Terada et al., 1999; Kipnis et al., 2006;
Ostroff et al., 1990; Barker et al., 2004). Par ailleurs, PIcH est une phospholipase hémolytique,
capable de lyser des globules rouges et d’inhiber I’angiogenése, tandis que PIcB participe au
chimiotactisme de la bactérie et a la mobilité de type twitching (Barker et al., 2004; Vasil et al.,
2009).
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3- Importance du SST2 au cours de I’infection

Les toxines libérées par le SST2 sont essentielles pour la virulence de la bactérie, en particulier,
I’exotoxine A et 1’¢élastase LasB. En effet des bactéries déficientes en 1’un ou I’autre de ces
effecteurs sont moins virulentes dans des mod¢les d’infection murins (Miyazaki et al., 1995;
Bastaert et al., 2015). L’activité de LasB sur les cellules et sur certains mécanismes de défense
de I’hote, expligque son importance au cours de I’infection. D’une part, 1’¢lastase protége la
bactérie contre 1’activité des macrophages alvéolaires. Elle dégrade les protéines du surfactant
SP-A et SP-D, qui participent normalement a 1I’élimination de la bactérie en induisant la
perméabilisation membranaire ou la phagocytose par les macrophages (Pikaar et al., 1995;
Mariencheck et al., 2003; Beatty et al., 2005; Kuang et al., 2011). Elle dégrade aussi d’autres
molécules importantes de 1’immunité innée, comme certaines cytokines et molécules
antimicrobiennes, ainsi que des facteurs du complément (Bastaert et al., 2018; Kheir et al.,
2018; Saint-Criq et al., 2018). D’autre part, LasB provoque le clivage de protéines
jonctionnelles essentielles pour 1’adhésion des cellules endothéliales entres-elles ou a la
matrice, comme la VE-cadhérine, entrainant le détachement puis la destruction de ces cellules
par apoptose (anoikis) (Beaufort et al., 2013; Golovkine et al., 2014). Le SST2 est donc
essentiel lors de Il'infection du systéme vasculaire par P. aeruginosa puisqu’il permet a la

bactérie de briser la barriere endothéliale et d’échapper au systéme immunitaire de I’hote.

De plus, bien que le SST3 soit le facteur de virulence principal de P. aeruginosa, des souches
dépourvues de SST3, mais présentant un SST2 actif, induisent une mortalité avec cependant,
un effet retard, dans un modéle de pneumonie aigue chez des souris dépourvues de TLR2 et
TLR4 (Jyot et al., 2011). De méme, Le Berre et al., ont démontré que le SST3 et 1’élastase
étaient des facteurs de virulence importants dans un modele murin de pneumonie aigué (Le
Berre et al., 2011).

D-Le systéeme de sécrétion de type 3

11 s’agit du facteur de virulence principal de P. aeruginosa au cours d’une 1’infection aigiie. Ce
systéme de sécrétion permet a la bactérie d’injecter des toxines (appelées également effecteurs)
directement dans le cytosol des cellules cibles. Ces exotoxines sont : ExoS, ExoT, ExoU et
ExoY. Le SST3 est donc capable de traverser les deux membranes bactériennes, ainsi que la

membrane plasmique des cellules eucaryotes.
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1- Structure du SST3

Le SST3 forme un injectisome composé d’au moins 25 protéines différentes et peut se diviser
en trois compartiments distincts (Figure 9) (Hauser, 2009) :

e Un corps basal, enchassé dans les membranes interne et externe de la bactérie et
composé notamment de la protéine PscN qui catalyse la dissociation du complexe
chaperonne/effecteur et fournit I'énergie nécessaire pour le transport et la sécrétion des
effecteurs (Akeda and Galan, 2005; Halder et al., 2019)

e Une aiguille, composée d’un assemblage de la protéine PscF, qui forme un cylindre
creux a travers lequel passe les effecteurs. Cette structure mesure entre 60 et 120 nm de
long et entre 6 et 10 nm de large. En revanche, le diametre interne relativement petit de
l'aiguille (2,0 a 2,5 nm), implique que les effecteurs soient dans un état déplié pour se
déplacer dans cette structure (Pastor et al., 2005; Mattei et al., 2011)

e Le translocon, situé a la pointe de l'aiguille, formé des protéines PcrV, PopB et PopD,
qui permet de libérer les effecteurs dans le cytosol des cellules eucaryotes. Seules PopB
et PopD forment le pore dans la membrane de la cellule cible. PcrV n’en fait pas partie,

bien qu’elle soit indispensable a sa formation (Goure et al., 2004)

o ExoS O ExoY

o ExoT O ExoU eukaryotic cytosol

Translocon

VUM plasma membrane
PecrV

i §8§§2 outer membrane

priplasm
W inner membrane

o E;(oS O ExoY
© exot ) ExoU

Figure 9: Le systeme de sécrétion de type 3 de Pseudomonas aeruginosa.(Naito et al., 2017)

bacterial cytosol

La formation du pore, indépendamment de la translocation des toxines, peut altérer la

perméabilité membranaire, 1’épigénome des cellules et conduire a la mort cellulaire (Dacheux
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et al., 2001; Hauser, 2009; Galle et al., 2012a; Dortet et al., 2018).

Certaines protéines du SST3 sont associées a des chaperonnes, dont les réles sont de maintenir
ces protéines dans le cytoplasme bactérien sous un état stable et de faciliter leur distribution au
niveau du corps basal. Les chaperonnes ne sont en aucun cas exportées a travers le SST3,
contrairement & leur effecteur. PscE et PscG sont par exemple les chaperonnes de PscF, tandis
que PcrH est la chaperonne des protéines PopB et PopD. Concernant les effecteurs, SpcS est la
chaperonne des exotoxines ExoS et ExoT, tandis que SpcU est la chaperonne d'ExoU. En
revanche aucune chaperonne n’a été identifiée pour ExoY (Parsot et al., 2003; Hauser, 2009;
Galle et al., 2012D).

2- Le controle de I’expression du SST3

Les génes du SST3 sont sous le contrble direct d’un régulateur transcriptionnel nommé ExsA,
dont I’activité est dépendante de trois autres protéines, ExsC, ExsD et ExsE. En l'absence de
signaux inducteurs, les protéines du SST3 sont exprimées a un niveau basal et ExsA est
complexée a ExsD, ce qui empéche son activité. L’induction du SST3 par des signaux
environnementaux comme le contact avec les cellules, la carence en calcium ou la présence
d’albumine et de caséines, induit la translocation d’ExsE a travers le SST3. Cela permet a ExsC
de se lier a ExsD et de libérer ExsA, qui peut alors se lier a la région promotrice des génes du
SST3 et les surexprimer (Kim et al., 2005; Hauser, 2009; Galle et al., 2012b; McMackin et al.,
2019).

D’autres facteurs peuvent jouer sur la transcription et la traduction d'ExsA et réguler ainsi
I'expression du T3SS. On trouve notamment des systémes a deux composants tels que
RetS/LadS et GacA/GacS, le systeme de signalisation cCAMP/Vfr et I’ARN régulateur non
codant RsmA. (Yahr and Wolfgang, 2006; Diaz et al., 2011; McMackin et al., 2019).

3- Les effecteurs du SST3

Comme mentionné précédemment, quatre exotoxines majeures sont injectées par le SST3 de P.
aeruginosa : ExoS, ExoT, ExoU et ExoY. Cependant, toutes les souches ne possedent pas les
genes de ces quatre effecteurs. Ainsi, en général, tous les isolats possedent le gene exoT, environ
89% ont le géne exoY, tandis que les genes exoS et exoU sont mutuellement exclusifs et
retrouvés respectivement dans 72 et 28% des isolats. Une exception est a noter malgré tout : la

souche PA99, un isolat clinique sécrétant naturellement ExoS, ExoU et ExoT (Shaver and
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Hauser, 2004). La prévalence de ces toxines dépend également de 1’origine de la souche. Par
exemple, les souches possédant le géne exoU sont plus fréquemment isolées dans les infections
sanguines et les plaies infectées (40% des isolats), que chez les patients atteints de
mucoviscidose (10%). A I’inverse, les souches possédant le géne exoS sont majoritairement
retrouvées dans 1’environnement et chez les patients atteints de mucoviscidose (Feltman et al.,
2001; Ozer et al., 2019). De plus, les effecteurs sécrétés définissent le phénotype d'une souche
pendant l'infection (Figure 10). Les souches exprimant ExoU (« PA14-like ») sont les plus
cytotoxiques, tandis que les souches sécrétant ExoS (« PAQ1-like ») sont associées a un
phénotype plus invasif (Finck-Barbangon et al., 1997; Fleiszig et al., 1997; Hauser, 2009;
Schulert et al., 2003; Shaver and Hauser, 2004).

Cc2

Figure 10: Arbre phylogénétique représentant la population d’isolats de P. aeruginosa. Les
souches exprimant ExoU sont regroupées sous le nom « PA14-like », celles exprimant ExoS
sous le nom « PAO1-like » et les souches exprimant la toxine ExIA sont regroupées sous le nom
« PAT-like ». D’apres (Ozer et al., 2019)

D’autres substrats peuvent étre sécrétés par le SST3 de P. aeruginosa, comme certains
composants flagellaires, la cytotoxine NDK (« Nucleoside Diphosphate Kinase ») et les
effecteurs PemA et PemB. Cependant ces substrats sont trés peu voire non cytotoxiques dans

des modéles d’infection cellulaire, comparé aux quatre effecteurs classiques cités
précedemment. (Burstein et al., 2015; Ince et al., 2015; Neeld et al., 2014).
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i- ExoU

ExoU est I’effecteur le plus toxique sécrété par le SST3 (Lee et al., 2005). Elle est exprimée
par environ un tiers des souches cliniques de P. aeruginosa et est associée au cas d’infection
les plus séveres et aux lésions les plus importantes (Finck-Barbangon et al., 1997; Feltman et
al., 2001; Schulert et al., 2003; Shaver and Hauser, 2004; Park et al., 2017). En outre, les
souches possédant le gene exoU sont plus résistantes aux antibiotiques que les autres souches
(Park et al., 2017; Sawa et al., 2014; Subedi et al., 2018). Pour devenir active et induire une
nécrose rapide des cellules, cette phospholipase requiere des facteurs eucaryotes (Hauser, 2009;
Galle et al., 2012b). Ces cofacteurs seront détaillés dans le chapitre suivant (Chapitre 3) ainsi

que le mécanisme d’action de la toxine et ses effets sur les différents types cellulaires.
Ii- ExoS

ExoS est une toxine bifonctionnelle de 453 acides aminés, ayant a la fois une activité GAP
(« GTPase activating protein ») en N-terminal et une activité ADP ribosyl-transférase
(ADPRT) en C-terminal. (Hauser, 2009).

Lors de son injection par le SST3 dans les cellules épithéliales, ExoS circule dans le cytoplasme.
La toxine se lie dans un premier temps sur la face interne de la membrane plasmique, puis migre
rapidement vers l'appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique. Ce transport rétrograde est
permis par la liaison d’ExoS aux endosomes précoces (Rab5") et tardifs (Rab9*), eux-mémes
fixés sur les microtubules. La toxine peut ensuite étre recyclée vers la membrane plasmique
mais ce trafic antérograde est moins bien détaillé pour I’instant (Deng et al., 2007) .

Au cours de son trafic vésiculaire, ExoS inactive plusieurs protéines. Le domaine GAP d’ExoS
va cibler des petites GTPases telles que Rho, Rac et Cdc42, qui jouent un réle important dans
la réorganisation du cytosquelette d'actine et qui contrdlent des voies de transduction de signal
essentielles a la croissance cellulaire. Ce domaine, en maintenant ces petites GTPases sous une
forme inactive liée au GDP, entraine une dépolymérisation de l'actine via 1’activation de la
cofiline, puis I'arrondissement et la mort des cellules (Hauser, 2009; Huber et al., 2014).

Le domaine ADPRT est le plus actif et cible également des petites GTPases telles que Ras, Rac
et Cdc42, ainsi que la famille de protéines ERM (Ezrine, Radixine et Moésine) qui permettent
de lier I’actine a la membrane plasmique (Maresso et al., 2007). Le transfert de I’ADP-ribose
vers ces proteines cibles (GTPases et ERM), inhibe leurs fonctions et entraine également
I’arrondissement des cellules via la désorganisation du cytosquelette d’actine, la rétraction

cellulaire, puis la perte d’adhérence. De plus, I'inactivation de Ras conduit a I’inhibition de la
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voie de signalisation MEK-ERK et diminue ainsi drastiquement la prolifération cellulaire
(Henriksson et al., 2000a). Il convient de préciser cependant que, contrairement aux cellules
épithéliales, le démantélement du cytosquelette d'actine et la perte d’adhésion focale dans les
cellules endothéliales, est indépendant de 1’inhibition des protéines ERM. En effet, dans ces
cellules, ce processus dépend uniquement de I’inactivation séquentielle des GTPases Rho, Rac
et Cdc42, puis de la voie Lim kinase (Huber et al., 2014). En paralléle, I’activité ADPRT
d’ExoS déclenche I’apoptose des cellules via ’activation de la voie JNK, conduisant au
relargage du cytochrome c par les mitochondries et a 1’activation de la caspase 9 (Jia et al.,
2003; Elsen et al., 2013). Ce domaine inhibe également la synthese d'ADN, le trafic vésiculaire
et I'endocytose (Pederson and Barbieri, 1998; Kaufman et al., 2000; Maresso et al., 2004; Deng
and Barbieri, 2008; Hauser, 2009). L’activation de ce domaine requiére toutefois la liaison
d’ExoS avec un cofacteur de I’hote, les protéines 14-3-3 (Fu et al., 1993; Henriksson et al.,
2000b). La toxine interagit en effet avec ces protéines, principalement via des contacts
hydrophobes entre la région dénommée « LDLA-box », comprenant les résidus 420 a 430, qui
forment une vaste surface d'interaction hydrophobe et un sillon présentant des propriétés
amphipathiques, localisé entre les résidus 165 et 220 des protéines 14-3-3 (Figure 11) (Masters
etal., 1999; Yasmin et al., 2006; Ottmann et al., 2007; Yasmin et al., 2010). Selon Karlberg et
al., les protéines 14-3-3 activent le domaine ADPRT d’ExoS en chaperonnant la région

« LDLA-box » pour éviter I’agrégation de la toxine avec elle-méme (Karlberg et al., 2018).

Figure 11: Interaction entre ExoS et une protéine 14-3-3. A. Représentation du complexe ExoS:
14-3-3B. ExoS est représentée en or et un monomeére de I'hnomodimere 14-3-3f3 est représenté
en gris. La position de la boite LDLA dans le sillon amphipathique est indiquée. D’apres
(Karlberg et al., 2018). B. Interaction entre la « LDLA-box » d’ExoS, représentée par des
batonnets, et le sillon de la protéine 14-3-3. Les résidus de cette protéine interagissant avec
ExoS sont représentés en vert. D’apres (Ottmann et al., 2007).
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Rangel et al. ont montré, dans un modéle murin de pneumonie, qu’ExoS inhibait I’activité de
phagocytose des macrophages et des neutrophiles, favorisant la persistance de la bactérie
(Rangel et al., 2014; Rocha et al., 2003). De plus, cette toxine induit la sécrétion de cytokines
et chimiokines pro-inflammatoires par les monocytes, contribuant a 1’aggravation des 1ésions
pulmonaires (Epelman et al., 2000, 2004). Enfin, de par son action sur le cytosquelette des
cellules épithéliales et endothéliales, ExoS facilite également la pénétration de P. aeruginosa a

travers les tissus (Huber et al., 2014; Soong et al., 2008).
ii- ExoT

La toxine ExoT de P. aeruginosa, constituée de 457 résidus, partage 76% d'identité au niveau
de sa seéquence en acides aminés avec ExoS, et possede également une activité GAP et une
activité ADPRT en N et C-terminal respectivement.

Le domaine GAP d’ExoT cible les mémes GTPases qu’ExoS et provoque des effets similaires
(Hauser, 2009; Kazmierczak and Engel, 2002). Ce domaine déclenche également la voie
intrinséque (ou mitochondriale) de lI'apoptose. En effet, le domaine GAP d’ExoT provoque
I’accumulation des protéines BcL-2 pro-apoptotiques (Bax et Bid) dans la membrane
mitochondriale, conduisant au relargage du cytochrome c et a I’activation des caspases 9 pulis -
3. Ce mécanisme est partiellement lié a I’activation de la voie JNK (Wood et al., 2015b). En
revanche, son domaine ADPRT, bien qu’activé de manicre similaire par le méme cofacteur
eucaryote qu’ExoS, cible des protéines différentes. Ces protéines sont les Crk (« CT10
Regulator of Kinase) et la phosphoglycérate kinase 1, PGK-1 (Sun and Barbieri, 2003). L’ ADP-
ribosylation rend la protéine Crk cytotoxique et provoque 1’apoptose des cellules par perte des
contacts focaux. Plus précisément, I’ajout de ce groupement sur la protéine Crkl empéche sa
liaison avec les protéines d'adhésion focale phosphorylées, p130°® et la paxilline, ce qui
perturbe leur localisation subcellulaire et déstabilise les contacts focaux. Par conséquent, les
interactions cellules-matrice extracellulaire, assurés par les intégrines, sont diminuées et ce qui

conduit a I’anoikose des cellules (Deng et al., 2005; Wood et al., 2015a).

Méme si ExoT est capable de bloquer la phagocytose et de perturber les barriéres épithéliales
pour faciliter la dissemination bactérienne, la virulence de P. aeruginosa liée a I’activité
d’ExoT, dans un modele de pneumonie aigiie, est mineure comparée a celle d’ExoS et d’ExoU
(Garrity-Ryan et al., 2000; Huber et al., 2014; Shaver and Hauser, 2004). Cela peut s’expliquer
par la dégradation rapide de la toxine par le protéasome de la cellule, suite a sa poly-
ubiquitinylation par I’ubiquitine E3 Cbl-b (Balachandran et al., 2007). En revanche, dans un
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modele d'infection de la cornée, ExoT est tout aussi toxique qu’ExoS ou ExoU et contribue a
I’apoptose des neutrophiles ainsi qu’a la colonisation et la survie bactérienne (Lee et al., 2003;
Sun et al., 2012).

iv- ExoY

EX0Y est une nucléotidyl cyclase de 378 acides aminés, qui induit I’accumulation intracellulaire
de plusieurs nucléotides cycliques, notamment le cGMP et le cUMP (Beckert et al., 2014;
Khanppnavar and Datta, 2018). L’augmentation des nucléotides cycliques, suite a I’injection
d’ExoY, modifie I’expression de plusieurs génes, dont des genes impliqués dans 1’adhésion
cellulaire et dans la défense antibactérienne de I'hdte. En particulier, ExoY supprime
I’activation de TAKZ, un régulateur essentielle de la voie MAPK, et par conséquence, inhibe
également 1’activation de la voie NF-«B et la production de I’IL-1f (He et al., 2017; Jeon et
al., 2017). Ainsi la toxine empéche la production de cytokines pro-inflammatoires et permettrait
donc a P. aeruginosa, d’échapper a la réponse immunitaire de I’h6te. ExoY provoque également
une désorganisation du cytosquelette ainsi que I’arrondissement des cellules (Yahr et al., 1998;
Cowell et al., 2005; Ichikawa et al., 2005; Hauser, 2009).

Belyy et al., ont récemment identifié I’actine filamenteuse (F-actine) comme étant le cofacteur
eucaryote activateur d’ExoY (Belyy et al., 2016, 2018a). La présence de F-actine stimule en
effet considérablement 1’activité d’ExoY et perturbe le désassemblage spontané de I’actine,
conduisant a la stabilisation de ces filaments. La toxine semble se lier latéralement le long des
filaments, via des interactions hydrophobes entre son domaine C-terminal, notamment les
résidus Phe-367 et Leu-371 et des résidus situés a proximité de 1’Asp-25, un résidu polaire
chargé négativement, exposé sur la face latérale de I’actine (Figure 12) (Belyy et al., 2016,
2018b). D’autres régions d’ExoY semblent aussi contribuer & l'interaction avec 1’actine

filamenteuse.

50




Introduction — Chapitre 2

site ExoY
catalytique

C-terminal 1

Figure 12: Modele d'interaction entre EXoY et la F-actine. En 1’absence de son activateur,
ExoY est inactive, probablement en raison d'un centre catalytique trés instable. Son activation
se déroule en deux étapes : Etape 1 : La région C-terminale (rouge) d’ExoY interagit avec la
F-actine a proximité du résidu Asp-25. Etape 2 : Une seconde interaction entre la toxine et
I’actine, entraine des changements conformationnels et la stabilisation du complexe,
provoquant la réorganisation et I’activation du site catalytique d’ExoY.

Son réle dans la pathogenicité de P. aeruginosa est encore controversé. Certaines publications
démontrent que la sécrétion d’ExoY n’est pas associée a une augmentation de la virulence de
la bactérie envers les cellules (Schulert et al., 2003; Ganter et al., 2009; Huber et al., 2014; Jeon
et al., 2017), tandis que d’autres publications suggérent qu’ExoY pourrait induire une
augmentation de la perméabilité endothéliale, favorisant la dissémination de la bactérie (Ochoa
et al., 2012; Sayner Sarah L. et al., 2004; Stevens et al., 2014). Ces contradictions pourraient
étre attribuées aux différences souches utilisées, qui produisent des niveaux d’expression
d’ExoY différents.

4- Importance du SST3 au cours de I’infection

L’expression du SST3 et de ses effecteurs est fortement corrélé avec la gravité de I’infection
dans des modeles animaux de pneumonie, bactériémie, kératite ou de brdlure (Hauser, 2009;
Howell et al., 2013). D’ailleurs le blocage de PcrV dans plusieurs modeles murins d'infection,
a l’aide d’anticorps anti-PcrV, permet de reduire le nombre de bactéries, d’atténuer
I'inflammation et les blessures pulmonaires et d’augmenter la survie des souris (Frank et al.,
2002; Wang et al., 2014; Warrener et al., 2014). De méme, le blocage du SST3 réduit la
virulence de P. aeruginosa dans un modéle d’infection de Galleria mellonella (Ngo et al., 2019)
Il en est de méme chez les patients infectés par P. aeruginosa ou I’expression du SST3 est

associée a I’augmentation de la morbidité et de la mortalité (Roy-Burman et al., 2001; Hauser
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et al., 2002; El-Solh et al., 2012). En particulier, I’expression de la toxine ExoU est un facteur
aggravant chez les patients atteints de pneumonie acquise en milieu hospitalier ou de
bactériémie (EI-Solh et al., 2012; Schulert et al., 2003).

E- Les autres systemes de sécrétion

P. aeruginosa posséde trois autres systemes de sécrétion qui sont le SST1, le SST5 et le SST6
1- Le systeme de sécrétion de type 1

Ce systeme traverse les deux membranes des bactéries a Gram négatif et permet donc la
sécrétion de protéines directement dans le milieu extra-cellulaire. Chez P. aeruginosa il existe
deux systemes de sécrétion de type 1, le systeme Apr et le systeme Has (Bleves et al., 2010;
Filloux, 2011).

Le systeme Apr permet la sécrétion de la protéase alcaline AprA et de la protéine AprX dont la
fonction est inconnue (Bleves et al., 2010; Duong et al., 2001). La protéase alcaline dégrade les
protéines du complément C1g, C2 et C3, ainsi que les cytokines TNF-a et IFN-y, permettant a
la bactérie d’échapper au systéeme immunitaire inné et notamment la lyse par les neutrophiles
(Hong and Ghebrehiwet, 1992; Laarman et al., 2012; Parmely et al., 1990). Elle dégrade
également la fibrine et les monomeres de flagelline, empéchant 1’activation des récepteurs
TLR5 et la production de cytokines pro-inflammatoires (Bardoel et al., 2011; Kipnis et al.,
2006).

Le systeme Has (« Heme acquisition system ») permet quant a lui, la sécrétion d’une protéine
de liaison a I'neme, HasAp (Filloux, 2011). Cet hémophore capture I'hneme de I'hnémoglobine
qui est ensuite internalisé grace au récepteur HasR (Wandersman and Delepelaire, 2004)

permettant a la bactérie d’acquérir du fer pour ses fonctions métaboliques.

L’analyse du génome de P. aeruginosa a permis d’identifier d’autres systémes de sécrétion de
type 1, comme le systeme Tes qui sécréte la protéine TesG, un effecteur capable de supprimer
la réponse inflammatoire de I'nGte au cours d’une infection chronique pulmonaire (Filloux,
2011; Zhao et al., 2019).

2- Le systéme de secrétion de type 5

La sécrétion de substrats par le SSTS se fait en 2 étapes. Les substrats sont d’abord transportés

a travers la membrane interne par la machinerie Sec pour étre libérés dans le périplasme, puis
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ils sont pris en charge par un transporteur pour passer la membrane externe. Selon la fagon dont
le substrat est sécrété a travers la membrane externe, on distinguera deux types de SST5, les
auto-transporteur et le systéeme de sécrétion a deux partenaires (Bleves et al., 2010)

Chez P. aeruginosa le SST5 permet notamment la sécrétion des protéines LepA, EstA et PlpD.
LepA est une protéase qui active la réponse inflammatoire de 1’hote via les récepteurs PAR,
mais qui contribue & la virulence et a la croissance de la bactérie in vivo (Kida et al., 2008,
2011). EstA est une estérase impliquée dans la production de rhamnolipides, ainsi que dans la
mobilité et la formation du biofilm, tandis que PlpD appartient a la famille de protéines
« Patatin-like protein » et posséde une activité phospholipase (Salacha et al., 2010; Wilhelm et
al., 2007). Ce systeme est également responsable de la sécrétion de toxines comme PdtA et
ExIA qui participent a la virulence de P. aeruginosa (Elsen et al., 2014; Faure et al., 2014).
ExIA, pour Exolysine A, est une toxine porogene, sécrétée par des souches n’exprimant pas de
SST3. Certaines de ces souches sont particulierement virulentes grace a la sécrétion d’ExI1A
(Elsen et al., 2014; Reboud et al., 2017a). Dans les macrophages, Basso et al., ont démontré
que le pore formé par ExIA, dans la membrane plasmique, entrainait un efflux potassique qui
active la voie NLRP3 de I’inflammasome. Cette activation permet la maturation de 1'lL-1 via
la caspase-1 et conduit a la mort des cellules par pyroptose (Basso et al., 2017b). En revanche
dans les cellules épithéliales et endothéliales, la formation du pore par ExIA induit un influx
massif d’ions calciques, qui dans un premier temps, activent la métalloprotéase ADAM10 et
provoquent le clivage des E- et VE-cadhérines. Ce mécanisme conduit ainsi a 1’ouverture des
jonctions intercellulaires et favorise la pénétration des bactéries dans le systéme sanguin et la
dissémination des bactéries vers d’autres organes (Bouillot et al., 2017; Reboud et al., 2017b).
Dans un deuxiéme temps, le flux de Ca2* induit la mort cellulaire par osmolyse. Basso et al.,
ont également montré que les pili de type IV étaient nécessaires pour I’activité toxique d’ExIA
sur les cellules épithéliales, certainement en favorisant le rapprochement entre les surfaces
bactériennes et mammiferes. Par ce processus, la concentration locale d’ExIA au niveau de la
membrane de la cellule hote augmente considérablement, favorisant probablement

I’oligomérisation de la toxine et la formation de pores (Basso et al., 2017a).
3- Le systéme de secrétion de type 6

Le SST6 fonctionne comme un systéeme de perforation, similaire a celui utilisé par les phages
et permet ’injection de toxines dans différents organismes (Chen et al., 2015; Filloux, 2011,
Pena et al., 2019). Il existe trois SST6 chez P. aeruginosa, le SST6-1, -2 et -3 (Bleves et al.,
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2010; Chen et al., 2015). Le SST6-1 ne cible que les procaryotes et injecte trois substrats
nommeés Tsel-3, dont la toxine Tse2, qui stoppent la croissance bactérienne chez les bactéries
ne possédant pas le facteur d’immunité correspondant (Hood et al., 2010). Ce systéeme est
exprimé au cours d’infections chroniques et contribue donc a la colonisation de I'h6te par P.
aeruginosa dans une communauté microbienne complexe (Mougous et al., 2006). A I’inverse,
les SST6-2 et -3 peuvent cibler les cellules procaryotes et eucaryotes. Ces systémes injectent
des phospholipases D, nommées PIdA pour le SST6-2 et PIdB pour le SST6-3. Ces
phospholipases exercent une activité antibactérienne et facilitent I’internalisation de la bactérie
dans les cellules épithéliales (Jiang et al., 2014; Russell et al., 2013). Le réle du SST6 est donc
de faciliter la croissance et la colonisation de P. aeruginosa, au cours d’une infection, Vis a-vis

des autres bactéries de I’hote (Sana et al., 2016)

F- Les autres facteurs de virulence

1- Les lipopolysaccharides

Les lipopolysaccharides (LPS) tapissent 1’extérieur de la membrane externe de P. aeruginosa.
Ils se composent de trois parties : une chaine lipidique hydrophobe (lipide A), permettant
I’ancrage a la membrane, un cceur oligosaccharidique hydrophile (noyau) sur lequel est rattaché
une chaine polysaccharidique variable (antigene O), dépassant de la membrane externe.

Les LPS permettent I’adhésion de P. aeruginosa sur les cellules épithéliales via les récepteurs
aGM1 et CFTR (Gupta et al., 1994; Schroeder et al., 2002). De plus, le LPS peut se fixer sur
les récepteurs TLR4 des macrophages et des cellules épithéliales, entrainant une réponse rapide
du systeme immunitaire par la production de cytokine (Backhed et al., 2002; Hajjar et al., 2002;
Lu et al., 2008; Rossol et al., 2011).

2- Les chromophores

P. aeruginosa sécrete trois chromophores qui sont la pyoverdine, la pyocheline et la
pyocyanine. Deux sont des sidérophores : la pyoverdine et la pyocheline. La pyoverdine est
exprimée lors de la colonisation du poumon et favorise 1’acquisition du fer pour la croissance
bactérienne (Haas et al., 1991). De plus, la liaison de la ferri-pyoverdine (pyoverdine ayant
captée du fer) avec son recepteur membranaire bactérien, FpvA, induit la transcription des
genes de synthése de la pyoverdine ainsi que de certains facteurs de virulence comme la

protéase PrpL et I’exotoxine A (Lamont et al., 2002). La pyocheline et plus précisément la ferri-
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pyocheline, agit quant a elle en synergie avec la pyocyanine pour générer des radicaux libres
cytotoxiques qui vont endommager les cellules épithéliales (Britigan et al., 1992).

La pyocyanine est également impliquée dans d’autres mécanismes de virulence. Elle inactive
I’inhibiteur de protéases a1PI, augmentant ainsi les lésions des cellules des voies respiratoires
et des cellules endothéliales (Britigan et al., 1999; Miller et al., 1996). Elle provoque aussi la
production d’IL-8 et 1’apoptose des neutrophiles et inhibe la signalisation cellulaire et le
battement ciliaire (Allen et al., 2005; Denning et al., 1998a, 1998b; Rada and Leto, 2013). Ainsi
des bactéries déficientes en pyocyanine sont moins virulentes in vivo (Allen et al., 2005; Lau et
al., 2004).

3- Les rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des biosurfactants glycolipidiques, sécrétés a la surface des bactéries,
qui jouent plusieurs roles au cours de I’infection. Tout d’abord ils protégent la bactérie contre
les mécanismes de défense de 1’hote. Ils perturbent la clairance mucociliaire, inhibent la
phagocytose et induisent la nécrose des neutrophiles (Jensen et al., 2007; Kanthakumar et al.,
1996; McClure and Schiller, 1996). L’inhibition de la synthése des rhamnolipides réduit en
effet la persistance de P. aeruginosa au niveau des poumons de souris infectées (Van Gennip
et al., 2009). Ensuite, ils sont importants pour 1’infection des tissus. Ils ont une activité
hémolytique et antimicrobienne et sont capables d’induire la lyse des amibes Dictyostelium
discoideum (Cosson et al., 2002; Fujita et al., 1988; Wang et al., 2005). Au niveau des voies
respiratoires, les rhamnolipides altérent les jonctions serrées, favorisant 1’invasion
paracellulaire de P. aeruginosa (Zulianello et al., 2006). Enfin, les rhamnolipides stabilisent le
biofilm mature et sont impliqués dans la nage des bactéries de type « swarming » (Caiazza et
al., 2005; Davey et al., 2003).

G-Coordination des facteurs de virulence de P. aeruginosa au

cours d’une infection

1- Investigation et colonisation des surfaces grace au flagelle et aux pili de

type 4

Comme explique précédemment, ces deux appendices sont des facteurs essentiels pour la
mobilité et la pathogénicité de P. aeruginosa. lls présentent des caractéristiques différentes,

notamment au niveau de I’adhésion et du type de déplacement induit. Ainsi au cours d’une

55




Introduction — Chapitre 2

infection, certaines bactéries vont étre flagellées, tandis que d’autres présenteront des pili. Cela
permettra, pour une méme population bactérienne, d’utiliser les avantages de ces deux types
d’appendice pour investiguer et rechercher, sur une surface cellulaire, une voie de
transmigration idéale. En effet, pendant que les bactéries exprimant des pili scannent localement
la surface et interagissent fortement avec celle-ci, les bactéries flagellées vont explorer d’autres
secteurs plus éloignés (Golovkine et al., 2016b). De plus, ces deux appendices permettent aux

bactéries de résister a 1’écoulement des fluides biologiques qui tentent de les évacuer.

Ces deux appendices cooperent €¢galement au cours de 1’infection pour booster la colonisation
de surface et la dissémination. Laventie et al., proposent un programme cooperatif de virulence
appelé « Touch-Seed-and-Go » dans lequel, a la suite du contact avec une surface (Touch) une
division asymétrique s’opére et conduit a une bactérie « mere » flagellée et une bactérie « fille »
comportant des pili. Cette bactérie fille reste attachée a la surface (Seed) et stimule la production
d'’AMPc via les pili de type IV, induisant I’expression de facteurs de virulence et donc la
colonisation du tissu. En revanche, la bactérie mere, toujours flagellée, peut quant a elle se
détacher et renager pour coloniser d’autres sites plus éloignés (Go) (Figure 13) (Laventie et al.,

2019).

Asymmetric division

Planktonic Flagellum Pili
Low [ di-GMP] [ -
o Pch A
@ Fimw [cdG]
Detachment
Spreading
TOUCH Tissue_ colonization
Virulence / S e divisi
—— i ymmetric division
Mother: Daughter:
Avoids surface Dedicated to
Flagellar motor commitment  surface behavior Continued T4P-
== dependent Low [cdG] High [cdG] mediated u
Surface sensing st EEENSS Surface sensing
4 ¢
[c-di-GMP] increase AMP] increase
virulence

Figure 13: Modeéle « Touch-Seed-and-Go » mettant en avant la coopération du flagelle et les
pili de type IV pour la colonisation de surface par P. aeruginosa (Laventie et al., 2019).
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2- Cooperation des facteurs de virulence pour la traversee des barriéres

tissulaires

P. aeruginosa est incapable de traverser un épithélium polarisé avec des jonctions serrées
continues. Ainsi, pour transmigrer a travers 1’épithélium, la bactérie va rechercher des zones
spécifiques entre les cellules et utiliser plusieurs facteurs de virulence pour deégrader ces
interstices et accéder au niveau basal. Golovkine et al ont en effet démontré que I’interruption
des jonctions serrées entre les cellules épithéliales, lors des divisions ou extrusions cellulaires,
est exploitée par P. aeruginosa pour accéder a la face basolatérale des cellules (Golovkine et
al., 2016a). Profitant d’un point de faiblesse dans la mise en place des jonctions, par exemple
lors d’un remodelage tissulaire, les bactéries utilisent les pili de type 4 pour se fixer sur la paroi
latérale des cellules et injecter les toxines du SST3, entrainant ainsi une rétraction cellulaire et
I’ouverture d’une voie plus large pour la transmigration d’autres bactéries. De plus, le flagelle
joue un rdle important dans la migration des bactéries vers ces zones particulieres, en permettant
aux bactéries de rejoindre plus rapidement la zone ou la jonction est rompue.

Une fois le compartiment basal atteint, les pili de type IV permettent une mobilité de type
twitching sous les cellules, afin d’accéder aux cellules environnantes. Les protéases sécrétées
par les bactéries (LasB et AprA) clivent alors les protéines de la membrane basale (laminines,
collagéne) et favorisent la progression bactérienne, tandis que les toxines injectées par le SST3
permettent de rétracter les cellules voisines. Ainsi P. aeruginosa combine plusieurs facteurs de
virulence pour pénétrer dans les tissus puis disséminer et propager I’infection de fagon
concentrique (Heiniger et al., 2010; Golovkine et al., 2016a, 2018).

Contrairement aux jonctions adhérentes des cellules épithéliales, ou la E-cadhérine est
réfractaire au clivage par P. aeruginosa, la barriére endothéliale est plus vulnérable a I'invasion.
La protéase LasB, sécrétée par le SST2 clive effectivement la VE-cadhérine, une protéine
adhésive majeure des jonctions inter-endothéliales. Cette protéolyse induit une rupture des
jonctions intercellulaires et favorise I’intoxication des cellules au niveau basolatéral par le
SST3. Ainsi le SST2 et le SST3 coopérent également pour passer la barriére vasculaire et
provoquer la rétraction de ces cellules (Golovkine et al., 2014, 2018).

En revanche, les bactéries ne possédant pas de SST3 mais exprimant la toxine porogéne EXIA,
sont capables de franchir les jonctions adhérentes de 1’épithélium et de I’endothélium. En effet,
comme indique plus haut, les E- et VE-cadhérines sont sensibles a la protéase ADAM10,
activée par la formation du pore et I’influx de calcium dans les cellules par ExIA (Reboud et
al., 2017b; Golovkine et al., 2018).
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Chapitre
ExoU et ses cofacteurs eucaryotes

La toxine ExoU a été identifiée pour la premiére fois chez P. aeruginosa en 1997 par 1’équipe
de Dara W. Frank et rendue responsable de la cytotoxicité de certaines souches observée dans
des modeéles in vitro, ainsi que des lésions séveéres de 1’épithélium dans un modéle d'infection
pulmonaire aigué (Finck-Barbangon et al., 1997). Depuis, beaucoup d’études se sont consacrées
a la caractérisation des différentes structures de la toxine, son mécanisme d’action et ses effets
sur les cellules et organismes ciblés par P. aeruginosa. En effet, ExoU est I’effecteur le plus
toxique sécreté par le SST3 et induit une mort rapide des cellules, en 1 a 2 heures. Cette mort
cellulaire se caractérise par une perte d'intégrité de la membrane plasmique, compatible avec la

nécrose (Hauser, 2009).
A-ExoU est une phospholipase A2 bactérienne

1- Les différents domaines de la toxine

Le gene exoU de 2064 bp est situé juste en amont du gene spcU qui code pour la chaperonne
d’ExoU. Tous deux sont localisés dans 1’ilot de pathogénicité 2 (PAPI-2), une séquence
d’insertion de 11-kb, retrouvée dans le génome chromosomique des souches ExoU" et
comportant notamment des genes dédiés a la virulence chez les plantes et les animaux (Figure
14A) (He et al., 2004).

La structure d’ExoU a été résolue en complexe avec SpcU car la protéine seule est trop instable
pour pouvoir étre cristallisée (Benson et al., 2011). 1l convient d’ailleurs de noter que le
complexe ExoU-SpcU, dans la bactérie, a une stoechiométrie de 1:1, (Gendrin et al., 2012;
Halavaty et al., 2012).

Tandis que SpcU est une petite proteine de 15 kDa comportant 137 acides aminés, ExoU est
une protéine soluble de 74 kDa (687 acides aminés) et est composée de quatre principaux
domaines, chacun remplissant une fonction spécifique pour la toxine (Figure 14B) (Gendrin et

al., 2012; Halavaty et al., 2012). Le premier domaine, situé en N-terminal, composé des acides
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aminés 52 a 100, correspond a une séquence spécifique permettant I’interaction de la toxine
avec sa chaperonne bactérienne SpcU, bien que SpcU se lie également a d'autres régions d'ExoU
(Gendrin et al., 2012; Halavaty et al., 2012). Ce domaine est noté CBS pour « Chaperonne
Binding Site » (Finck-Barbancon et al., 1998). Il est suivi d’un domaine PLP pour « Patatin-
Like Phospholipase », acides aminés 106 a 471, responsable de I’activité phospholipase de la
toxine (Finck-Barbangon and Frank, 2001) (voir la partie suivante sur les PLA2 eucaryotes).
Cette séquence contient en effet une dyade catalytique constituée des résidus Ser-142 et Asp-
344, identiques aux phospholipases A2 cytosoliques et calcium-indépendantes, retrouvées chez
les mammiféres (respectivement cPLA2 et iPLA2) (Sato et al., 2003). Enfin, I’extrémité C-
terminale se compose de deux domaines. Un domaine nécessaire a la localisation membranaire
de la toxine, déenommé MLD (« Membrane Localization Domain ») et composé des résidus 588
a 687, ainsi qu’un domaine « bridging », comprenant les résidus 480 a 580 (Rabin et al., 2006).
Des mutations par substitution ou délétion, des résidus compris dans le domaine MLD,
provoquent en effet une perte de la localisation membranaire de la toxine (Rabin and Hauser,
2003, 2005; Rabin et al., 2006; Stirling et al., 2006; Schmalzer et al., 2010; Veesenmeyer et
al., 2010; Gendrin et al., 2012; Tyson et al., 2015; Tessmer et al., 2017). Cela corrobore les
précédents résultats montrant que les domaines MLD retrouvés dans d’autres toxines
bactériennes, sont nécessaires a leur localisation membranaire (Geissler et al., 2010, 2012).
Pour le domaine « bridging », celui-ci pourrait servir de plateforme pour placer les domaines
adjacents, le domaine catalytique et celui de liaison a la membrane, a proximité (Gendrin et al.,
2012). Ces deux domaines situés a I’extrémité C-terminale d’ExoU, interagissent avec des
facteurs eucaryotes afin d’activer 1’activité lipase de la toxine et d’induire la mort cellulaire
(Rabin and Hauser, 2005; Schmalzer et al., 2010; Veesenmeyer et al., 2010). L’identité ainsi
que ’interaction de ces cofacteurs eucaryotes avec ExoU seront détaillées dans les paragraphes
suivants. Plusieurs domaines sont donc responsables de la toxicité d’ExoU, chacun jouant un
role spécifique pour I’activité, la conformation et la localisation de la toxine dans les cellules
hotes (Finck-Barbancon and Frank, 2001; Rabin and Hauser, 2005).

Un autre domaine a pu étre identifié. Il s’agit de la sequence de signalisation située en N-
terminal, formée par les quinze premiers acides aminés, qui correspond a un motif commun
présent dans la partie N-terminale des autres toxines du SST3. Cette séquence pourrait étre
impliquée dans la reconnaissance des toxines par le systeme de secrétion de type 3, afin qu’elles

soient sécrétées (Finck-Barbangon et al., 1997; Hauser, 2009).
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Figure 14: Structure du gene exoU et de la protéine ExoU. A. Représentation schématique de
I’ilot de pathogénicité 2 (PAPI-2) contenant le géne exoU. D'apres (Sawa et al., 2016). B. La
structure cristalline d'ExoU avec ses quatre domaines distincts. D’aprés (Gendrin et al., 2012)

2- Le complexe ExoU-SpcU avant I’injection de la toxine dans les cellules

Dans les bactéries possédant la toxine, ExoU est associée a sa chaperonne SpcU, ce qui a pour
effet de séquestrer la toxine dans le cytosol bactérien sous une forme inactive. Cette interaction
permet effectivement d’abriter et de fermer le site catalytique d’ExoU par une région
vraisemblablement flexible, rendant inaccessible ce site aux substrats lipidiques de la
membrane plasmique. L’Asp-344 est notamment localisé dans cette région flexible. Une
modification structurelle est donc nécessaire afin de déplacer cette région et de permettre
’acces au substrat dans le site actif (Gendrin et al., 2012). Cet arrangement structurel est trés
similaire a celui de la cPLA2 humaine (Dessen et al., 1999).

Lors du rapprochement de la bactérie avec des cellules cibles, le complexe ExoU-SpcU migre
vers le SST3, ou I’hydrolyse de I’ATP par I’ATPase PscN, permet de dissocier ExoU de sa
chaperonne. La toxine est ensuite dépliée et sécrétée a travers I’aiguille de ce systéme afin d’étre
injectée dans le cytoplasme des cellules cibles (Akeda and Galan, 2005; Halder et al., 2019). Il
est important de noter que SpcU est requis pour une sécrétion maximale d’ExoU mais que la

chaperonne n’est pas sécrétée dans la cellule hote avec la toxine (Finck-Barbancon et al., 1998).
3- Similarités entre le domaine PLP d’ExoU et celui des PLA2 eucaryotes

i- Les différentes PLA2 eucaryotes

Les phospholipases A2 (PLA2s) sont une famille d’enzymes qui catalysent 1’hydrolyse des
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phospholipides membranaires en position sn-2, libérant ainsi un acide gras libre, comme ’acide
arachidonique, et un lysophospholipide (Figure 15). Les PLA2s sont impliquéees dans plusieurs
processus cellulaires tels que le métabolisme lipidique, la transduction de signal, la defense de
I’hote et la modulation de la réponse inflammatoire via les médiateurs lipidiques produits
(Burke and Dennis, 2009; Dennis, 1994; Funk, 2001; Henderson, 1987; Ricciotti Emanuela and
FitzGerald Garret A., 2011; Rivera and Chun, 2008). Selon leur localisation, leur structure et
leur activité, elles sont divisées en quinze groupes qui sont regroupés sous cing grandes
catégories (Burke and Dennis, 2009; Dennis, 1994; Schaloske and Dennis, 2006). Ainsi, on
distingue :

e LesPLA2 sécrétées (SPLA2)

e Les PLAZ cytosoliques (CPLA2)

e Les PLA2 indépendantes du calcium (iPLA2)

e Les PLA2 associées aux lipoprotéines (Lp-PLA2) ou acétyl-hydrolases activatrices des

plaquettes (PAF-AH)

e Les PLA2 lysosomales

R 5
O\
o._. L
/P\O\/““N{CHS)S PLAZ2

Figure 15: Hydrolyse d’un lipide membranaire en position sn-2 par une PLA2 (Lambeau and
Gelb, 2008)

ii- Homologies entre ExoU et les cPLA2 et iPLA2 eucaryotes

La patatine représente une famille de glycoprotéines, retrouvée abondamment dans les
tubercules de pomme de terre (Solanum tuberosum) et qui sert de proteine de stockage.
Cependant elle présente également une activite estérase, avec un grand nombre de substrats
lipidiques, comme les phospholipides (Jiménez-Atiénzar et al., 2003). Sato et al., ont été les
premiers a identifier un domaine phospholipase de type patatine (PLP) dans la séquence
d’ExoU (Sato et al., 2003). La toxine présente en effet trois régions hautement conserveées,
typiques des domaines PLP retrouvés dans les patatines végetales et les PLA2 humaines, telles
que les iPLA2 et les cPLA2 (Figure 16). Ces trois régions représentent :




Introduction — Chapitre 3

e Un motif riche en glycine, formant un trou d’oxyanion, permettant de positionner la
fonction ester du substrat et de stabiliser le complexe enzyme-substrat (Dessen et al.,
1999).

e Un motif de type sérine-hydrolase suivi d’un motif comportant un résidu aspartate,
formant une dyade catalytique impliquée dans 1’attaque nucléophile de I'ester du

substrat, en position sn-2 (Dessen et al., 1999).

Glycine-rich nucleotide binding loop motif

[GenBank accession No.]
® Pseudomonas aeruginosa, ExoU, 687 aa  [AAC16023] 107 [l
® iPLA2-A (Group VIA), 752 aa  [AAD41722] 427
® iPLA2-B (Group VIB), 782 aa  [BAAS4997] 445
® cPLA2 « (Group IVA), 749 aa  [P47712) 192
® cPLA2 f} (Group IVB), 1012 aa [AAD32135] 53¢
B cPLAzy(Group IVC), 541 aa  [AAC32823] 46
Hevea brasiliensis, rubber tree latex patatin, 388 aa [AFF25553] 1

human PLA2

Cucumis sativus, cucumber patatin, 405 aa [T10260]
Solanum tuberosum, potato tuber patatin B2, 386 aa [P15477]
Nicotiana tabacum, tobacco patatin, 390 aa [TO3841]
Arabidopsis thaliana, patatin-like protein, 414 aa [CAB16787]

Serine hydrolase motif
G/S

134
457
475
220
558

/4

154 316
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Figure 16: Alignement des domaines phospholipases A2 de type patatine, retrouvés dans la
toxine ExoU de P. aeruginosa et dans les iPLA2 et cPLA2 humaines ainsi que dans les patatines
végétales (Sato et al., 2003).

Ainsi, cette dyade est responsable de I’activité lipase d’ExoU et donc de son activité
cytotoxique. L’utilisation d’inhibiteurs de I'activité lipase des iPLA2 et cPLA2, ou de I’activité
lipase d’ExoU, comme la pseudolipasin A, réduit en effet la cytotoxicité d'ExoU, lors de
I’infection de levures ou de cellules de mammiferes traitées préalablement avec ces composés
(Phillips et al., 2003; Sato et al., 2003; Tamura et al., 2004; Lee et al., 2007). De plus,
I’introduction de mutations faux-sens dans cette dyade, induit également une perte de I’activité
lipase et rend la toxine non cytotoxique (Gendrin et al., 2012; Pankhaniya et al., 2004; Phillips
et al., 2003; Sato et al., 2003). Cela corrobore et explique les observations phénotypiques, qui
montraient une perte de 1’intégrité membranaire, conduisant & une mort cellulaire par nécrose
plutdt que par apoptose, suite a une infection par une souche ExoU*. Le domaine PLP d’ExoU
est effectivement responsable de la lyse des lipides membranaires et donc de la destruction des
membranes cellulaires (Apodaca et al., 1995; Hauser and Engel, 1999; Pankhaniya et al., 2004;

Phillips et al., 2003). En particulier, la toxine est responsable du clivage d’une large gamme de
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phospholipides et de lysophospholipides (Tamura et al., 2004; Sato et al., 2005).
Des domaines de type PLP ont également éte identifiés au niveau de protéines provenant
d’autres bactéries, pathogenes ou non, comme Mycobacterium tuberculosis, Vibrio cholerae et

Pseudomonas putida (Banerji and Flieger, 2004).

Comme précisé dans Introduction - Chapitre 2D, le diamétre interne relativement petit de
I'aiguille du SST3, impligue que les effecteurs soient dans un état déplié pour se déplacer dans
cette structure. Ainsi, ExoU est injectée sous forme dépliée dans le cytoplasme des cellules
cibles et est donc inactive. Bien que son mécanisme d’activation reste encore mal défini,
certaines protéines eucaryotes ont été identifieées comme cofacteurs, interagissant directement
avec la toxine pour modifier sa conformation et activer son activité phospholipase. Ces facteurs
sont intracellulaires puisque qu’ExoU n’est pas cytotoxique quand la toxine est ajoutée a la
surface des cellules, ce qui est en accord avec le fait qu’elle soit injectée dans les cellules et non
sécrétée dans le milieu extérieur (Phillips et al., 2003). Des résidus distincts sont impliqués dans
I’interaction entre ExoU et ces cofacteurs et seront détaillés dans les paragraphes suivants. Le
fait qu’ExoU ait besoin de ces facteurs eucaryotes pour étre active, explique sa spécificité

envers les phospholipides des cellules et son incapacité a lyser la membrane bactérienne.

B- Interaction d’ExoU avec le PIP2 et activation du domaine

catalytique

1- Présentation du PIP2

Le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) est un lipide membranaire présent
principalement dans le feuillet interne de la membrane plasmique des cellules eucaryotes
(Golebiewska et al., 2008; Ingoélfsson et al., 2014). Ce phosphoinositide n’est cependant pas
distribu¢ de maniere homogene au niveau de la membrane plasmique puisqu’il se localise
principalement sur les radeaux lipidiques et les contacts focaux (Golub and Caroni, 2005;
Legate et al., 2011). De plus, c’est un composant mineur de la membrane, car ce lipide ne
représente que 1 a 3% des lipides totaux de la membrane plasmique (Ferrell and Huestis, 1984;
Czech, 2000; McLaughlin et al., 2002). D’autres études ont révélé que le PIP2 était également
localisé au niveau des membranes intracellulaires, comme celles retrouvées sur 1’appareil de
Golgi, les endosomes et le réticulum endoplasmique, mais de fagon marginale (Watt et al.,
2002; Vicinanza et al., 2008; Tan et al., 2015) (Figure 17A).
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Figure 17: Localisation et structure du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate. A. Distribution
subcellulaire du PIP2 dans une cellule de mammifére. Le PIP2 est représenté par des traits
orange. D’aprés (Tan et al., 2008). B. Structure du PIP2 associé a la membrane plasmique.
D’apres (Telezhkin et al., 2012)

Ce lipide joue un rdle essentiel dans divers processus cellulaires comme la production de
seconds messagers (diacylglycérol : DAG et inositol 1,4,5-triphosphate : 1P3), la fixation du
cytosquelette a la membrane plasmique, I'exocytose, I'endocytose et I'activation d’enzymes et
de canaux ioniques (Czech, 2000; Raucher et al., 2000; Martin, 2001; McLaughlin et al., 2002;
Di Paolo and De Camilli, 2006; Suh and Hille, 2008; Wen et al., 2011; Telezhkin et al., 2012;
Phan et al., 2019). La distribution asymétrique du PIP2 entre les feuillets interne et externe de
la membrane est également a ’origine du remodelage de la membrane, notamment de sa
courbure, entrainant par exemple le recrutement de protéines endocytaires (Shukla et al., 2019).
De plus, le PIP2 est important pour le maintien de la polarité membranaire et le trafic polarisé
des molécules de signalisation (Thapa and Anderson, 2012; Thapa et al., 2012). Son groupe de
téte, fortement chargé négativement, Iui permet d’attirer des protéines contenant des
groupements polybasiques vers la membrane plasmique (Figure 17B) (Heo et al., 2006). Ainsi,
le PIP2 est directement impliqué dans le recrutement et I'activation d’effecteurs et de molécules
de signalisation, au niveau de la membrane plasmique, comme certaines protéines liant I'actine,
notamment les protéines WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) et ERM (Sechi and
Wehland, 2000; Thapa and Anderson, 2012; Senju and Lappalainen, 2019).

2- Le PIP2 interagit avec ExoU et permet d’activer son activité phospholipase

Comme I’activité phospholipase d’ExoU est fortement augmentée par la présence de fractions

membranaires, les recherches pour découvrir un cofacteur d’ExoU se sont orientées vers les
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constituants principaux des membranes, les lipides (Stirling et al., 2006; Tyson and Hauser,
2013). En utilisant différents lipides membranaires comme substrats, dans un test d’activité
PLA2, Tyson et Hauser ont démontré que le PIP2 permettait d’activer la toxine. Des
concentrations inférieures a la concentration physiologique du PIP2 sont notamment suffisantes
pour activer pleinement la toxine (Tyson and Hauser, 2013). Par la suite, d’autres études sont
venues conforter I’idée que le PIP2 était un cofacteur d’ExoU, et que ce lipide était essentiel
pour activer la toxine (Gendrin et al., 2012; Sato and Frank, 2014; Tyson et al., 2015; Springer
et al., 2019). Ainsi, comme cela a déja été documenté pour d’autres phospholipases, ExoU
interagit avec le PIP2 pour favoriser son activité phospholipase (Mosior et al., 1998; Casas et
al., 2006; Le Berre et al., 2006).

3- Le domaine C-terminal d’ExoU interagit avec le PIP2 et permet de localiser

la toxine a la membrane plasmique

ExoU se localise a la membrane plasmique suite a son injection dans le cytoplasme des cellules
eucaryotes. Comme le PIP2 est principalement retrouvé a ce niveau, il est donc fortement
probable, qu’en plus de favoriser I’activité lipase de la toxine, ce lipide serve de cible pour
localiser ExoU a la membrane (Rabin et al., 2006; Stirling et al., 2006). Des mutations dans le
domaine C-terminal d’ExoU, entre les résidus 550 et 687, entravent effectivement la liaison de
la toxine avec le PIP2 et empéchent la localisation membranaire d’ExoU (Rabin et al., 2006;
Gendrin et al., 2012; Tyson et al., 2015). De méme, chez la levure, la mutation de phosphatases
requises pour la localisation appropriée du PIP2 a la membrane, perturbe également la
localisation d’ExoU, qui se retrouve alors associée a des structures intracellulaires (Tyson et
al., 2015). ExoU empéche aussi la fixation d’un facteur connu pour se lier au PIP2 au niveau
de la membrane plasmique, la protéine PLC41 (Sato and Frank, 2014). Ainsi, I’interaction
d’ExoU avec ce lipide permet de localiser la toxine sur la face interne de la membrane

plasmique des cellules hotes (Tyson et al., 2015).

Etant donné que la partie C-terminale d’ExoU semble interagir directement avec le PIP2, les
recherches pour identifier le domaine, voire les résidus d’ExoU essentiels pour cette interaction,
se sont concentrées sur cette zone. En se basant sur la structure d’ExoU, Gendrin et al., ont
judicieusement remarqué que certains résidus dans le domaine MLD, formaient une structure
polaire principalement basique, qui pourraient se lier aux phospholipides eucaryotes chargés

négativement, comme le PIP2 (Figures 14B et 18). C’est notamment le cas pour les résidus,
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Lys-679, Arg-682 et Asn-683, qui sont situés en périphérie de la toxine, facilitant I’association
avec un partenaire potentiel. Les auteurs ont alors démontré que la délétion de ces résidus,
entrainait, en effet, la perte de I’interaction entre la toxine et le PIP2 (Gendrin et al., 2012). La
présence de sites de liaison au PIP2 dans le domaine MLD d’ExoU, a aussi été suggérée par
d’autres équipes (Tyson et al., 2015; Tessmer et al., 2017; Springer et al., 2019). Les boucles
inter-hélicoidales L1 et L3 du domaine MLD, semblent également bien adaptées pour assurer
I'interaction avec des lipides membranaires chargés négativement. L’orientation des résidus de
ces boucles, ainsi que la présence d’acides aminés cationiques et non polaires formant des
motifs «basique-hydrophobe», peut faciliter la formation de nouveaux contacts tertiaires avec
le PIP2 (Tessmer et al., 2017; Springer et al., 2019). En particulier, les résidus GIn-620, Gin-
623 et Arg-661 d’ExoU, situés respectivement sur les boucles L1 et L3, semblent important
pour ce processus (Figure 18A) (Anderson et al., 2013; Tyson and Hauser, 2013; Tyson et al.,
2015; Springer et al., 2019). Selon Springer et al., ces résidus pourraient soit interagir
directement avec le récepteur, soit aider au renforcement et au maintien de 1’interaction entre
le PIP2 et son site de liaison sur ExoU. Leur modele de « docking » montre les interactions
possibles, via des liaisons salines et hydrogénes, entre les groupements phosphates d’un
analogue soluble du PIP2, le diC8-PIP2 (dioctanoyl PIP2), et les résidus situées sur les boucles
L1 et L3, en particulier le résidu Arg-661 (Figure 18B) (Springer et al., 2019).

A B

Arg-661
GIn-62(3 ,’L ‘;

\/,x L3

Lys-682 90°
p>

Figure 18: Le domaine MLD d’ExoU interagit avec le PIP2. A. Structures du domaine MLD
d’ExoU avec les quatre hélices (022-25) et les trois boucles inter-hélicoidales (L1-L3). B.
Docking représentant 1’interaction entre les groupements phosphates du diC8-PIP2 et les
résidus situées les boucles L1 et L3 (Sringer et al., 2019)

67




Introduction — Chapitre 3

Ainsi, outre sa fonction d’activateur, le PIP2 semble également étre un composant essentiel
pour le guidage d’ExoU vers I’interface membranaire, comme cela a déja été documenté pour
la phospholipase C (Katan and Williams, 1997). ExoU, via son domaine MLD, se lie donc au
PIP2 pour se rapprocher de la membrane plasmique et hydrolyser les substrats lipidiques voisins
(Sato and Frank, 2014).

4- Changements conformationnels permettant 1’activité cytotoxique d’ExoU

Comme ExoU est injectée sous forme dépliée dans le cytoplasme des cellules, 1’activation de
son domaine phospholipase pour induire la mort cellulaire requiere donc des changements
conformationnels afin d’obtenir une protéine repliée (Galan et al., 2014). Plusieurs études ont
démontré que la présence de liposomes contenant du PIP2, mimant un rapprochement avec la
membrane plasmique, engendre des réarrangements conformationnels dans tout le domaine C-
terminal d'ExoU, permettant I’activation de son domaine phospholipase (Rabin et al., 2006;
Veesenmeyer et al., 2010; Tessmer et al., 2017; Feix et al., 2019). Dans un premier temps, suite
a I’interaction entre le domaine MLD et le PIP2, les boucles inter-hélicoidales d’ExoU, L1 et
L3, ainsi que certains résidus présents sur les hélices adjacentes, pénetrent profondément dans
la bicouche lipidique, tandis que la boucle inter-hélicoidale L2 semble rester dans la partie
cytosolique (Tessmer et al., 2017). Ce phénoméne a déja été décrit pour les boucles du domaine
C2 de la phospholipase cytosolique A2 humaine et de la protéine kinase C alpha, qui
s’enchassent également dans la membrane (Frazier et al., 2002; Malmberg et al., 2003;
Landgraf et al., 2008). Cela entraine un détachement des quatre hélices du domaine MLD qui
s’éloignent du domaine catalytique. (Tessmer et al., 2017; Feix et al., 2019). Ce processus
engendre, dans un deuxiéme temps, un déplacement du domaine « bridging », qui n’interagit
cependant pas avec la membrane. Ces changements stabilisent la toxine sur la membrane
plasmique et induisent un autre changement conformationnel allostérique dans le domaine PLP.
Au cours de ce dernier changement, la région flexible du domaine phospholipase est déplacée,
juxtaposant ainsi les sites catalytiques sur les lipides de la face interne de la membrane
plasmique, qui deviennent alors accessibles au domaine phospholipase. Par conséquent, tout ce
processus améliore 1’affinité globale de la toxine pour la bicouche lipidique et incite cette
derniere a adopter une conformation unique et essentielle pour son activité phospholipase
(Figure 19).
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Figure 19: Représentation schématique de l'association d’ExoU avec la membrane plasmique
et des changements conformationnels résultants. Les quatre cylindres, la structure ovale et
I’étoile correspondent respectivement aux quatre hélices du domaine MLD, le domaine
« bridging » et les sites catalytiques. L ubiquitine est représentée par un pentagone gris et
semble interagir de fagon non covalente avec le domaine «bridging» d’ExoU,
vraisemblablement aprés la liaison de cette derniere a la membrane plasmique, pour stabiliser
la conformation de la toxine. D’aprés (Tessmer 2017)

C- Oligomerisation de la toxine dans les cellules eucaryotes

Le domaine MLD, nécessaire a la localisation membranaire de la toxine, est également impliqué
dans I’oligomérisation d’ExoU (Zhang et al., 2017). Selon Zhang et al., des résidus spécifiques
de ce domaine, notamment 1’ Arg-661, précédemment identifié comme pouvant interagir avec
le PIP2, pourraient jouer un réle critique dans la capacité d'ExoU a former des oligomeéres. En
effet, comme cela a déja été démontré pour d’autres phospholipases, ExoU s’oligomérise
pendant I'intoxication des cellules et la formation de ces complexes induirait des interactions
coopératives entre les monomeéres d’ExoU, qui améliorerait I'activité phospholipase de chacune
des toxines monomeériques (Ackermann et al., 1994; Zhang et al., 2002; Xu et al., 2009). Les
oligoméres d’ExoU, constitués de 6 & 8 molécules, se forment vraisemblablement au niveau de
la membrane plasmique puisque le PIP2 est essentiel pour ce processus et corrobore ainsi des
résultats similaires observés pour d’autres toxines, ou la localisation membranaire est
nécessaire a 1’induction de 1’oligomérisation des protéines (Cheng et al., 2012; Johnson et al.,
2016). La formation d’oligoméres d’ExoU serait donc la derniére étape dans le mécanisme
d’action de la toxine puisqu’elle est facilitée par les changements conformationnels induits

grace a I’interaction entre la toxine et la membrane, notamment via le PIP2.
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Un deuxiéme cofacteur permettant 1’activation de la toxine a également été mis en évidence,

mais son role dans le mécanisme d’action d’ExoU est plus complexe.

D-Interaction d’ExoU avec [1’ubiquitine et les protéines

ubiquitinylées

Dans un premier temps, la Cu?*, Zn?* -superoxyde dismutase (SOD1) a été identifié comme
cofacteur eucaryote, pouvant stimuler l'activité phospholipase d’ExoU (Sato et al., 2006).
Anderson et al., ont cependant démontré que ¢’était la présence d’ubiquitine dans les différentes
préparations de SODI1, qui était responsable de I’activation de la toxine. En effet, la co-
expression de la monoubiquitine avec ExoU induit la perméabilisation rapide de la membrane
bactérienne chez E.coli (Anderson et al., 2011, 2015). De plus, 1’ajout d’ubiquitine dans des
préparations contenant du PIP2, améliore également grandement I’activité phospholipase
d’ExoU, révélant que ces deux cofacteurs ont une action synergique, puisque ni l'un ni l'autre
n’est capable d’activer seul la toxine aussi fortement (Tyson and Hauser, 2013; Tyson et al.,
2015).

Ainsi, l'ubiquitine libre et les protéines ubiquitinylées, provenant de levures ou de cellules de
mammiféres, comme bSOD1, semblent servir de cofacteurs pour déclencher I’activité
phospholipase d’ExoU et cela est proportionnel au nombre de fragments d'ubiquitine sur la
protéine. Cette activation est spécifiquement dépendante de I’ubiquitine, puisque des protéines
« ubiquitin-like » comme SUMO-1 ou NEDDS, sont incapables d’activer ExoU (Anderson et
al., 2011, 2015). II est important de noter que 1’ubiquitinylation d’ExoU ne requiére pas les
enzymes normalement impliquées dans la fixation covalente de I’ubiquitine sur les protéines.
L’équipe de Dara W. Frank a en effet montré que I’ubiquitine interagissait rapidement avec
ExoU, suite a son injection, et de maniére non covalente (Feix et al., 2019).

Une modélisation informatique semble indiquer que 1’association non covalente d’ExoU avec
I’ubiquitine, est dépendante du domaine « bridging » d’ExoU, situé entre les acides aminés 480
et 580. En particulier les résidus Thr-519, Thr-522, Val-523 et Val-526, situés sur I'hélice 18,
pourraient interagir avec la partie hydrophobe de I'ubiquitine, une région connue pour interférer
avec les protéines (Figure 20) (Hurley et al., 2006; Dikic et al., 2009; Anderson et al., 2013;
Tessmer et al., 2018). La mutation de ces résidus entraine effectivement une toxicité
significativement plus faible, une fois co-exprimée dans E.coli avec la mono-ubiquitine, par
rapport a la toxine sauvage. De méme, ces mutations dans le domaine « bridging» entravent la

toxicité d’ExoU dans un modele cellulaire (Tessmer et al., 2018).

70




Introduction — Chapitre 3
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Thr-519  Val-523
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Figure 20: Interaction entre ExoU et 1’'ubiquitine. A. Structure du domaine « bridging »
d’ExoU. B. Rapprochement des acides aminés du patch hydrophobe de 1’ubiquitine (violet) et

ceux situés sur ’hélice 18 du domaine « bridging » d’ExoU (bleu). D’aprés (Tessmer et al.,
2018)

Ces effets s’expliquent par le fait que 1’association rapide de I’ubiquitine sur ExoU permet un
changement conformationnel, rendant la toxine catalytiquement compétente pour induire la
rupture de la membrane. Tessmer et al., ont en effet démontré que 1’ubiquitine et la bicouche
lipidique agissent en synergie pour induire un réarrangement conformationnel dans le domaine
C-terminal d'ExoU (Tessmer 2017). Ainsi, la liaison non-covalente de 1’ubiquitine sur le
domaine « bridging» d’ExoU, conjointement avec 1’association membranaire de la toxine et
son interaction avec le PIP2, produit des changements structurels qui aboutissent a lI'activation
d’ExoU (Feix et al., 2019). Dans ce contexte, I’ubiquitine renforce et stabilise 1’association de

la toxine avec la membrane plasmique pour provoquer la rupture de cette derniére (Figure 19).

Dans un deuxieme temps, il a été montré que I’ubiquitine pouvait également se fixer de fagon
covalente sur ExoU (Stirling et al., 2006; Gendrin et al., 2012; Sato and Frank, 2014). Lors de
cette étape plus tardive, les protéines ubiquitinylées servent de donneur d’ubiquitine et
permettent d’associer deux molécules d’ubiquitine sur le résidu Lys-178 de la toxine ExoU
(Stirling et al., 2006). Ce résidu est en effet, facilement accessible pour ce processus, puisqu’il
est situé a la périphérie de la protéine, dans une région qui affiche une grande flexibilité (Figure
14B) (Gendrin et al., 2012; Halavaty et al., 2012). Il est possible que I’interaction non covalente
entre la partie hydrophobe de 1’ubiquitine et le domaine « bridging » d’ExoU, permette de
rapprocher la lysine 63 de 'ubiquitine et la lysine 178 d’ExoU, pour favoriser la liaison
covalente tardive de ces deux protéines.

En outre, contrairement a ce qui a été démontré pour 1’association non-covalente, le mutant
ExoUK®R “incapable de lier I’ubiquitine, est toujours localisé au niveau de la membrane

plasmique, présente une activité phospholipase similaire a la toxine sauvage et est toujours
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toxique dans un modeéle cellulaire. (Gendrin et al., 2012; Stirling et al., 2006). Par conséquent,
I’ubiquitinylation covalente tardive d’ExoU dans les cellules, n’a pas d’effet sur sa toxicité. En
revanche, cette fixation covalente pourrait avoir un réle dans le trafficking d’ExoU. En effet, le
mutant  ExoUK'R  p’est  plus  co-localisé  avec la  protéine  EEA1
(« Early Endosome Antigen 1 »), un marqueur des endosomes précoces, contrairement a la
toxine sauvage (Gendrin et al., 2012). Ce résultat indique que, soit 1’ubiquitinylation covalente
d’ExoU se déroule au niveau de la membrane des compartiment endosomaux, soit ce processus

permet de diriger la toxine vers ces compartiments.

Pour conclure, bien que I’interaction de la toxine ExoU avec ses cofacteurs eucaryotes ait été
considérablement étudié, certains points restent a éclaircir pour comprendre pleinement le
mécanisme d’action de la toxine dans les cellules. En particulier le réle joué par 1’ubiquitine
dans I’intoxication des cellules et son implication dans les changements conformationnels
permettant d’activer la toxine au niveau de la membrane plasmique. De méme, les résidus
d’ExoU permettant son interaction avec le PIP2 ne sont pas définis et nécessiteraient de
nouvelles investigations. Enfin, les modifications structurelles du domaine catalytique, qui
résultent de I’interaction d’ExoU avec le PIP2 et qui conduisent a une toxine catalytiquement

active, sont inconnues.
E- Importance d’ExoU au cours de I’infection

L'ubiquitine et le PIP2 sont des molécules conservées et retrouvées chez tous les eucaryotes, y
compris la levure, expliquant la capacité d’ExoU a induire des effets néfastes dans ces différents
organismes et non dans les bactéries (Strahl and Thorner, 2007; Finley et al., 2012; Zuin et al.,
2014). Entre 300 et 600 molécules d’ExoU sont nécessaires pour induire la mort cellulaire, qui
peut survenir dans les 10 min suivant ’injection (Phillips et al., 2003). Cependant, une fois
injectée dans les cellules, la toxine active certaines voies de signalisation eucaryote avant

d’induire la nécrose des cellules.
1- Induction de la réponse inflammatoire de I'h6te par ExoU

L’inflammation est un processus faisant partie de la réponse immunitaire protectrice de I'hote,
qui vise a recruter des cellules phagocytaires sur le site de I'infection pour éliminer la bactérie
(Introduction - Chapitre 1E). Cependant, la modulation de la réponse immunitaire provoquée

par les toxines, peut permettre aux bactéries d’augmenter leur pouvoir pathogéne. En effet, ce
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mécanisme peut accentuer la survie bactérienne sur le lieu de I’infection en limitant les
cytokines pro-inflammatoires, ou provoquer des dégradations profondes des tissus et ainsi la
dissémination des bactéries.

Selon Cuzick et al., I’injection d’ExoU dans des cellules épithéliales respiratoires, augmente la
synthése d’IL-8, via I’activation de la voie MAPK-JNK et la production du facteur de
transcription AP-1, composé des protéines c-Fos et c-Jun (Figure 21) (Cuzick et al., 2006).
Cela concorde avec les résultats antérieurs de McMorran et al., qui ont démontré que l'infection
de cellules épithéliales par une souche de P. aeruginosa exprimant la toxine ExoU, conduit a
I’activation précoce et transitoire du facteur de transcription AP-1 et des génes qu’il régule
(McMorran et al., 2003). Ce mécanisme est dépendant de 1’activité phospholipase de la toxine
puisque le mutant non catalytique, ExoUS**?A n’augmente pas la synthése de la cytokine. En
revanche, 1’activation de cette cascade inflammatoire, conduisant a la production IL-8 par
ExoU, est indépendante des effets cytotoxiques causés par la toxine (Cuzick et al., 2006). Le
mécanisme conduisant a la phosphorylation et donc 1’activation des kinases MEKK4 et JNK

par ExoU est néanmoins toujours inconnu.
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Figure 21: Activation des voies de signalisation eucaryote par ExoU. D’aprés (Foulkes et al.,
2019)
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ExoU accentue également la réponse inflammatoire de 1’h6te via la biosynthése d’eicosanoides
(Figure 21) (Saliba et al., 2005). En effet, ’activité lipase de la toxine sur les phospholipides
membranaires, conduit au relargage de I'acide arachidonique. L’acide arachidonique est, par la
suite, convertit par les enzymes cyclooxygénase (COX) en prostaglandines, comme le PGE: et
le PGI>, qui sont de puissants médiateurs de I'inflammation, activant entre autres, pour le PGE>,
la production d’IL-6 et -8 et le recrutement de neutrophiles (Cho et al., 2014; Kawahara et al.,
2015).

La toxine scule est donc capable d’activer une signalisation pro-inflammatoire conduisant a la
production d’IL-8, qui est le principal chimio-attractant des neutrophiles. Cela corrobore les
résultats de Pazos et al., démontrant qu’ExoU augmente la migration trans-épithéliale des
neutrophiles (Pazos et al., 2017). Cependant, ExoU est capable de réguler et de déjouer cette
réponse inflammatoire innée. Tout d’abord, parmi les cellules phagocytaires du poumon, les
bactéries ExoU™ infectent préférentiellement les neutrophiles et ExoU est capable de lyser
rapidement ces cellules ainsi que les macrophages alvéolaires (Diaz et al., 2008; Diaz and
Hauser, 2010). De plus, ExoU inhibe la production d’autres cytokines pro-inflammatoires
comme I’IL-1P (Cuzick et al., 2006; Diaz and Hauser, 2010; Saliba et al., 2005; Sutterwala et
al., 2007). Par conséquent, la toxine provoque une immunosuppression locale qui permet a P.
aeruginosa d'éviter la clairance bactérienne et favorise sa persistance sur le lieu de I’infection

ainsi que sa dissémination (Diaz et al., 2008).
2- Conséquences de I’intoxication des cellules hdtes par ExoU

La toxicité d’ExoU a été étudiée dans différents types organismes tels que la levure, les amibes,
les cellules (épithéliales, endothéliales et macrophages), les souris et chez les patients (Finck-
Barbancon et al., 1997; Pukatzki et al., 2002; Mattos Saliba et al., 2003; Rabin and Hauser,
2003; Sato et al., 2003; Sutterwala et al., 2007; Diaz and Hauser, 2010; Howell et al., 2013).
Dans ces études, 1’expression de la toxine a été systématiquement corrélée avec des effets
néfastes, notamment une augmentation considérablement de la virulence de P. aeruginosa,
pouvant conduire a la mort prématurée des cellules et des modeéles in vivo. En particulier, dans
des modeles d'infection pulmonaire aigué ou chez les patients infectés, les souches ExoU™ sont
associees a des pathologies séveres, comme des pneumonies ou des bactériemies (Finck-
Barbancon et al., 1997; Hauser et al., 1998; Kurahashi et al., 1999; Allewelt et al., 2000; Roy-
Burman et al., 2001; Hauser et al., 2002; Schulert et al., 2003; Pankhaniya et al., 2004; Shaver

and Hauser, 2004). L’expression de la toxine induit en effet des 1ésions épithéliales et une mort
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cellulaire rapide (Finck-Barbangon et al., 1997; Phillips et al., 2003; Sato and Frank, 2004,
Shaver and Hauser, 2004). Ces lésions causées par ExoU compromettent également la barriere
¢épithéliale, permettant la dissémination de la bactérie vers d’autres organes et I’infiltration de

cytokines dans la circulation systémique, a I’origine de septicémie (Kurahashi et al., 1999).

La toxicité d’ExoU dans les cellules eucaryotes, est directement liée a son l'activité
phospholipase A2 (Phillips et al., 2003). Selon Sato et Frank, I’hydrolyse du PIP2 par ExoU est
la premiére etape de I'effondrement du cytosquelette et de la perte de l'intégrité membranaire
(Sato and Frank, 2014). Cette hydrolyse conduit & une perte de 1’adhésion focale et une
altération des structures cytosquelettiques, notamment une dépolymérisation de 1’actine
filamenteuse a plusieurs endroits. Le PIP2 étant en effet, un phospholipide essentiel, régissant
I'organisation et la dynamique du cytosquelette, en particulier I'adhésion cellule-matrice et
cellule-cellule, puisqu’il se lie directement aux molécules d'adhésion focale (Introduction -
Chapitre 3B1). Ainsi, le clivage du PIP2 disloquent les connexions entre le cytosquelette et la
matrice extracellulaire, aboutissant a 1’arrondissement puis le rétrécissement des cellules, qui
se détachent alors de leur support (Kaufman et al., 2000; Sato and Frank, 2014). 1l est important
de signaler que, dans les levures, ExoU est capable de lyser une large gamme de substrats
lipidiques, notamment les lipides neutres et les phospholipides comme les
phosphatidylcholines, les phosphatidyléthanolamines et I'acide phosphatidique (Sato et al.,
2003, 2005). Ainsi la perte de 1’intégrité membranaire, observée suite a I’infection des cellules
par des souches ExoU", résulte non seulement de I’hydrolyse du PIP2 mais également de

I’hydrolyse des autres lipides membranaires voisins, une fois qu’ExoU s’est liée au PIP2.
F- Inhibiteurs d’ExoU

Etant donné le caractére hautement cytotoxique d’ExoU et sa participation indéniable dans
I’aggravation des symptomes chez les patients infectés, plusieurs laboratoires se sont penchés
sur la recherche d’inhibiteurs d’ExoU. Tout d’abord, la cytotoxicité d’ExoU étant liée a son
activité phospholipase, les recherches se sont focalisees sur des molécules pharmacologiques
capables de bloquer cette activité. Ainsi en 2003, le groupe de Phillips et al., a démontré que le
prétraitement de cellules avec le méthoxy-arachidonyl-fluorophosphonate (MAFP), un
inhibiteur de quasiment toutes les hydrolases a sérine, permet de diminuer drastiqguement la
cytotoxicité de la souche PA103, un isolat clinique de P. aeruginosa exprimant la toxine ExoU
(Figure 22) (Phillips et al., 2003). Cet inhibiteur posséde en effet, un groupement phosphate
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qui se lie de maniere covalente au résidu sérine du site catalytique. Cependant, la concentration
¢levée d’inhibiteur pour atteindre ce résultat (67,5 uM) implique d’améliorer la structure du
composé afin d’avoir une meilleure affinité avec la toxine (Foulkes et al., 2019).

Un crible de 50 000 molécules, susceptibles d’inhiber spécifiquement I’activité d’ExoU sur des
cellules CHO, a permis d’identifier la pseudolipasine A (pour « Pseudomonas phospholipase
inhibitor A ») comme molécule prometteuse (Figure 22). Ce composé bloque en effet
I'intoxication des cellules de mammiféres et des amibes par une souche de P. aeruginosa
exprimant ExoU, sans inhiber l'injection de I’effecteur par le SST3. Cependant, les
concentrations nécessaires pour neutraliser les effets cytotoxiques d'ExoU restent élevees :
entre 5 et 10 uM (Lee et al., 2007; Foulkes et al., 2020).

@)
NH>
Méthoxy arachidonyl fluorophosphonate (MAFP) Pseudolipasine A

Figure 22: Molécules inhibitrices de I'activité d'ExoU

Un autre crible a été réalisé dans le méme but, mais en utilisant cette fois les levures comme
modeles. Parmi les petites molécules testées, des dérivé de sulfonamide, notamment
I’arylsulphonamide, se sont avérés presenter une activité inhibitrice contre la cytotoxicité
d'ExoU, tout en étant non toxique pour Saccharomyces cerevisiae et les cellules HEK293T
(Kim et al., 2014). Cependant, pour une méme concentration, ces composeés étaient moins actifs
que la pseudolipasine A et par la suite, Foulkes et al., ont démontré que 1’arylsulphonamide ne
permettait pas de diminuer 1’activité toxique d’ExoU in vitro et dans les cellules HeLa (Foulkes
et al., 2020).

Enfin, deux nouveaux composés, A et B, ont été recemment identifiés comme inhibiteur
d’ExoU (Figure 23A). Foulkes et al., ont démontré qu’in vitro, 10 uM de 1’un ou I’autre de ces
composés, permettait de diminuer 1’activité phospholipase d’ExoU d’une manicre similaire a
la pseudolipasine A, ainsi que la quantité de LDH libérée par des cellules HeLa induites pour
exprimer ExoU (Foulkes et al., 2020). Ces deux petites molécules ameéliorent aussi la guérison
de cellules cornéennes humaines (HCE-T) infectées par une souche exprimant uniquement la

toxine ExoU. De plus, la combinaison de ces molécules avec 2 uM de moxifloxacine, un
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antibiotique diminuant la croissance bactérienne mais pas la cytotoxicité d’ExoU, renforce et
protége beaucoup mieux les cellules HCE-T de la lyse causée par ExoU, que les deux composés
utilisés séparément. Ces deux molécules semblent diminuer la stabilité d'ExoU en se liant de
facon non-covalente dans une zone d’ExoU, située prés du domaine catalytique (Figure 23B).
Selon leur etude, les composés A et B pourraient étre plus efficaces que la pseudolipasine A
pour protéger les cellules cornéennes des effets toxiques d’ExoU a longs termes (Foulkes et al.,
2020).
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Figure 23: Nouvelles molécules susceptibles d’inhiber la toxicité d’ExoU. A. Structures
chimiques des composés A et B. B. Modele représentant les interactions possibles entre ExoU
et le composé B. D’apres (Foulkes et al., 2020)

La diversité des composés identifiés pouvant inhiber 1’activité toxique d’ExoU, laisse penser
que plusieurs pistes peuvent étre envisagées pour élaborer un médicament potentiel. En effet,
les structures des molécules citées préecédemment, sont complétement différentes et en
s’appuyant sur les avantages de chacune, il serait possible de développer un inhibiteur d’ExoU
plus puissant et sélectif. Pour cela, il est nécessaire de mieux comprendre la relation structure-
activité de chacun de ces composés.

En parallele, d'autres modes d'inhibition peuvent étre envisagés. La liaison d’ExoU avec le PIP2
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étant une étape essentielle dans le mécanisme d’action de la toxine, I'utilisation de composés
allostériques bloquant cette interaction pourrait étre intéressante. Cela a d’ailleurs déja été
démontré pour la phospholipase D2 et son inhibiteur, le composé VU0364739 (Brown et al.,
2017). De plus, dans un contexte thérapeutique, il serait également envisageable de combiner
les futurs inhibiteurs d’ExoU avec des antibiotiques classiques. Les inhibiteurs serviraient a
atténuer la toxicité rapide induite par ExoU, tandis que les antibiotiques permettraient

d’éliminer les bactéries et donc de combattre ’infection.
G-Homologues d’ExoU

A partir de la base de données NCBI des génomes bactériens, plusieurs homologues d’ExoU
ont été identifiés. Parmi ces homologues, 17 protéines proviennent d'autres especes de
Pseudomonas et 8 protéines, d'autres bactéries a Gram négatif comme certaines especes
d’Aeromonas, de Photorhabdus et de Paludibacterium (Sawa et al., 2016). Ces protéines
possédent notamment des domaines phospholipases de type patatine, contenant une dyade
catalytique sérine-aspartate, comme ExoU. La recherche d’une séquence en aval, similaire a
SpcU, a permis d’affiner cette étude et d’identifier dix bactéries exprimant des homologues
d’ExoU, qui semblent étre sécrétés par un SST3. Ces homologues présentent entre 45 et 60%
d’homologie de séquence avec ExoU. lIs sont retrouves chez des bactéries provenant de niches
écologiques différentes, dont certaines sont pathogénes et d’autres non: Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas lundensis, Photorhabdus heterorhabditis, Photorhabdus
asymbioitica, Aeromonas jandaei, Aeromonas encheleia, Aeromonas diversa, Paludibacterium
yongneupense, Rickettsia prowazekii et Achromobacter xylosoxidans (Sawa et al., 2016;
Tessmer et al., 2019).

Les enzymes homologues & la toxine ExoU de P. aeruginosa, retrouvées dans ces bactéries,
présentent également un mécanisme d'activation ubiquitine-dépendent (Anderson et al., 2015;
Tessmer et al., 2019). Cependant, la toxicité de ces différentes enzymes varie selon le type
d’héte infecté (procaryote ou eucaryote). Par exemple, les orthologues AxoU (A. diversa),
AdiU (R. prowazekii) et RP534 (A. xylosoxidans), possedent une activité phospholipase
lorsqu’elles sont exprimées chez E. coli en présence d’ubiquitine, de facon similaire a ExoU,
tandis que dans les cellules HeLa, seuls AxoU et AdiU sont toxiques (Tessmer et al., 2019).
Parmi ces homologues, la toxine ExoU de P. fluorescens présente une structure quasiment
identique a celle de la toxine ExoU de P. aeruginosa, en particulier un domaine MLD qui est

essentielle pour son interaction avec le PIP2 et sa localisation a la membrane plasmique. Cette
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toxine présente également une toxicité similaire a celle de P. aeruginosa dans les cellules
eucaryotes (Tyson et al., 2015).

Comme ces homologues présentent des domaines similaires a ceux d’ExoU et que certains sont

activés par les mémes cofacteurs, il serait intéressant de vérifier si les inhibiteurs développés

contre ExoU, perturbent également leur cytotoxicité, voire sont plus efficaces.
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Chapitre

ExoU exploite le trafic vesiculaire
dirigé par DNAJCS5 pour se localiser
a la membrane plasmique

A-Introduction

Parmi les effecteurs injectés par le SST3 de P. aeruginosa, ExoU est hautement cytotoxique,
du fait de sa capacité a induire rapidement une nécrose cellulaire. Les souches ExoU* sont
associees aux pathologies les plus sévéres et a une multirésistance plus elevée aux antibiotiques
(Hauser et al., 2002; Subedi et al., 2018). Cependant, bien que le mécanisme d’action d’ExoU
chez P. aeruginosa ait fait I’objet de plusieurs études, certains aspects de son mode d’action,
notamment les sites précis d’interaction avec le PIP2 et les modifications structurelles du
domaine catalytique, restent a éclaircir. Le mode de transport de la toxine vers la membrane

plasmique, une fois injectée dans les cellules hotes, est également peu connu.

Au cours de ma thése, j’ai donc utilisé une approche genétique avec le systeme CRISPR-Cas9
afin d’identifier de nouveaux partenaires eucaryotes, qui pourraient étre impliqués dans la
toxicité d'ExoU lors d'une infection cellulaire. Pour cela, j’ai utilisé une banque lentivirale
contenant des ARN guides (ARNQ) pour infecter et inactiver plus de 18 000 génes humains
dans des cellules épithéliales A549. Une infection lentivirale limitée a été réalisée, dans le but
d'obtenir un seul gene inactivé par cellule. Ces cellules mutées ont ensuite été soumises a trois
cycles d'infection successifs avec une souche ExoU?*, pour sélectionner les cellules les plus
résistantes. Ce criblage a abouti a I’identification du géne codant pour la protéine DNAJC5, une
protéine co-chaperonne, également appelée CSPa pour « Cystein-String Protein o », comme

partenaire potentiel de la toxine ExoU.
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1- Présentation de la protéine DNAJC5

DNAJCS est une protéine cytoplasmique ubiquitaire, située a la surface des endosomes tardifs
(Xu et al., 2018). Cette protéine est impliquée dans le trafic vésiculaire et le repliement de
protéines, conjointement avec les chaperonnes Hsc70 et Hsp70 (Burgoyne and Morgan, 2015;
Fontaine et al., 2016; Gundersen, 2020). Dans ce contexte, DNAJC5 active les domaines
ATPases de ces chaperonnes.

DNAJCS est également impliquée dans une voie de sécrétion non-conventionnelle, appelée
MAPS pour « Misfolded-Associated Protein Secretion », qui a été décrite trés récemment
(Figure 24) (Xu et al., 2018). Dans ce processus, certaines protéines mal repliées présentes
dans le cytosol, s’associent a un complexe formé par les protéines USP19 et Hsc70. Ces
protéines sont ensuite prises en charge par DNAJC5 a la surface des endosomes tardifs et
intégrées dans la lumiére des vésicules par un mécanisme qui n’est pas connu. Ces endosomes
sont exportés a la membrane plasmique et DNAJCS est requis pour ce transfert. Deux mutations
dans le domaine riche en cystéines de DNAJC5 (voir ci-dessous), L115R et AL116, empéchent
I’export des vésicules et provoquent une maladie neurodégénérative chez 1’adulte appelée, la
céroide- lipofuscinose neuronale (Greaves et al., 2012). Une fois les vésicules arrivées a la
membrane plasmique, deux processus ont été décrits par des équipes différentes : soit la
vésicule fusionne avec la membrane et libére les protéines luminales a 1’extérieur, soit la
vesicule est excréetée par exocytose (Ye, 2018). Il est a noter qu’une partie des molécules de
DNAJCS pourrait également étre internalisée dans les vésicules, car la protéine est retrouvee
dans le milieu extracellulaire. D’autres cellules peuvent ensuite recapturer ces protéines mal
repliées par endocytose et les acheminer dans les lysosomes ou elles sont dégradées.
Globalement, la voie MAPS est vue comme un processus parallele a la dégradation des
protéines cytosoliques par le protéasome, pour I’élimination de protéines spécifiques (Volkmar
et al., 2016). Les principaux effecteurs de la voie MAPS décrits a ce jour sont : la protéine a-
synucléine, une protéine cytosolique naturellement mal repliée, impliquée dans la maladie de
Parkinson et la protéine de liaison aux microtubules Tau, donc le relargage dans le milieu
extracellulaire est associé a la maladie d'Alzheimer (Fontaine et al., 2016; Lee et al., 2016; Xu
et al., 2018).
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Figure 24: Voie de sécrétion MAPS. Les protéines cytosoliques mal repliées peuvent étre
sécrétées par cette voie selon les étapes suivantes. Etape 1 : les protéines mal repliées (en rouge)
sont recrutées a la surface du réticulum endoplasmique en se liant a un récepteur possédant une
activité chaperonne, telle que USP19. Dans ce cas, la chaperonne Hsc70 participe également au
recrutement du substrat par USP19. Etape 2 : les protéines mal repliées sont ensuite transférées
a DNAJCS5, une co-chaperonne de Hsc70, qui est localisée sur la membrane des endosomes
tardifs. Etape 3 : le complexe, formé par DNAJCS et les protéines mal repliées, est transféré
dans la lumiére de I’endosome tardif. Etape 4 : cet endosome migre vers la membrane
plasmique et la fusion des membranes permet de libérer les protéines mal repliées en dehors de
la cellule. D’apres (Xu et al., 2018)

DNAJCS se compose de trois domaines distincts, dont un domaine J tres conservé parmi les
membre de la famille DNAJ, comportant notamment les résidus HPD, nécessaires pour
I’interaction et la stimulation de I’activité ATPase des chaperonnes Hsc70 et Hsp70 (Figure
25) (Chamberlain and Burgoyne, 1997; Hennessy et al., 2000).
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Figure 25: Représentation schématique de la protéine DNAJCS (CSPa) humaine. Les
emplacements suivants sont mis en évidence : les deux sites de phosphorylation (sérine 10 et
sérine 34), le motif HPD pour la liaison avec les chaperonnes Hsc70 et Hsp70 et la région riche
en cystéine contenant les leucines L115 et L116, mutées chez les patients adultes atteints de
céroide-lipofuscinose neuronale (étoiles)
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Ce domaine est suivi d’un domaine comportant 14 cysteines, appelé « Cysteine-
String domain » pouvant étre palmitoylées. La palmitoylation de ces cystéines joue un réle
essentiel pour le ciblage initial de DNAJCS vers les membranes (Chamberlain and Burgoyne,
1998). Enfin le domaine C-terminal, moins conservé parmi les isoformes de la protéine
retrouvés chez I’homme, joue un réle encore énigmatique dans I’activité de DNAJC5 (Arnold
et al., 2004). Certaines publications suggerent cependant que ce domaine pourrait étre impliqué
dans I'exocytose et la régulation de certains processus. Par exemple, la partie C-terminale de
DNAJCS interagit avec la protéine VAMP2, une protéine membranaire associée aux vésicules,
importante pour la fusion des membranes, notamment grace a son interaction avec la protéine
SNAP25 localisée a la membrane plasmique (Figure 26) (Boal et al., 2004; Burgoyne and
Morgan, 2015).
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Figure 26 : Exocytose de molécules contenues dans une vésicule, par le complexe
VAMP2/SNAP25. La veésicule de transport, contenant des molécules a libérer dans le milieu
extracellulaire, exprime la protéine VAMP2 (v-SNARE), tandis que deux autres protéines
SNARE sont exprimeées sur la membrane plasmique, la syntaxine et la SNAP25 (t-SNARE).
La reconnaissance mutuelle des v-SNARE et t-SNARE, lors du rapprochement de la vésicule,
permet I’enroulement de leurs domaines hélicoidaux, formant ainsi le complexe trans-SNARE.
Ce complexe permet I’amarrage de la vésicule de transport sur la membrane plasmique. Lors
de la fusion membranaire, le complexe trans-SNARE devient le complexe cis-SNARE.

2- Role de DNAJCS dans ’activité d’ExoU

Tout d’abord, nous avons démontré, dans des modeles cellulaires et chez la drosophile, que
DNAJCS était spécifiquement requise pour ’activité toxique d’ExoU. En effet, la présence de

la co-chaperonne n’est pas nécessaire pour ’activité toxique d’ExIA et d’ExoS, deux autres
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toxines majeures de P. aeruginosa. Cependant, cette co-chaperonne ne participe pas
directement a I’activité phospholipase d’ExoU, car cette derniére n’est pas augmentée, dans un
essai de I’activité PLA2, en présence de DNAJCS5. A I’aide d’approches par mutagenése et par
microscopie, nous démontrons que la mutation de certains résidus dans le domaine « Cysteine-
String », connus pour étre essentiels au trafic des vésicules DNAJC5™ et impliqués dans la
céroide-lipofuscinose neuronale de I'adulte, empéche également le transport d’ExoU vers la
membrane plasmique. La toxine mutée reste bloguée dans le cytoplasme des cellules et n’est
plus toxique. Ainsi le trafic vésiculaire, médié par DNAJC5, est essentiel pour I’activité
nécrosante d’ExoU, ce qui suggére que la co-chaperone escorte ExoU vers la membrane
plasmique. En revanche, les protéines Hsc70 et Hsp70, normalement capitales pour les deux
activités connues de DNAJCS : le trafic vésiculaire et le repliement de protéines, ne sont pas
impliquées dans ce mécanisme.

Cette découverte vient donc compléter nos connaissances sur le trafic d’ExoU dans la cellule
hote, et plus généralement, sur le rdle joué par certaines protéines de 1’hote dans 1’activation

des toxines bactériennes. Ce travail est soumis pour publication dans un journal scientifique.
B-Publication

Dans cette étude, j’ai produit ’ensemble des résultats présentés, a I’exception des images de
microscopie et de I’infection des drosophiles, qui ont été réalisées par Stéphanie Bouillot et le
fractionnement cellulaire, qui a été réalisé par Philippe Huber.
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Abstract

Pseudomonas aeruginosa is a causative agent in nosocomial infections, notably in ventilated
or cystic fibrosis patients. P. aeruginosa isolates expressing the phospholipase ExoU, an
effector of the type lll secretion system, are the most pathogenic in clinics. Here, using a
genome-wide screen, we discovered that ExoU toxicity requires DNAJCS5, a host chaperone, to
exert its necrotic activity. DNAJCS is involved in an unconventional secretory pathway for
misfolded proteins involving anterograde vesicular trafficking. DNAJC5-deficient human cells
or Drosophila flies knocked-down for the DNAJC5 orthologue were largely resistant to ExoU
virulence. ExoU colocalized with DNAJC5-positive vesicles in the host cytoplasm. DNAJC5
mutations preventing vesicle trafficking - identified in adult neuronal ceroid lipofuscinosis, a
human congenital disease - inhibited ExoU-dependent cell lysis. These results suggest that,
once injected into the host cytoplasm, ExoU docks to DNAJC5-positive secretory vesicles to
reach the plasma membrane, where its phospholipase activity is triggered by binding to

P1(4,5)P2.

Introduction

In most instances, bacterial toxins require one or more host factors to exert their toxicity.
These factors can be receptors, binding partners inducing structural modifications or even
entire host cellular pathways that are hijacked for bacterial toxicity purposes. The
requirement for host-cell mechanisms protects bacteria from self-toxicity and takes
advantage of efficient molecular mechanisms developed by eukaryotic cells to alter cellular
functions. This rule applies to the toxins secreted by Pseudomonas aeruginosa, a Gram-
negative opportunistic pathogen.

P. aeruginosa is a leading cause of severe nosocomial infections. It is a causative agent of
pneumonia, urinary tract infections, bacteraemia, abscesses, as well as burn and eye
infections. P. aeruginosa infections are frequent in ventilated and cystic fibrosis patients, and
have a particularly high fatality rate following infection in these conditions!3. The high
mortality rate recorded is also due to acquired resistance to antibiotics, which is a major issue
in the clinical management of P. aeruginosa infections*®.

P. aeruginosa uses a multi-target strategy to infect host cells, employing a combination of
virulence factors. One of these factors is the type 3 secretion system (T3SS), the effectors of

which are known to be the most potent toxins in acute P. aeruginosa infections®’. The T3SS



consists of a syringe-like apparatus which injects toxins into the cytosol of host cells. Four
effectors have been identified: ExoU, ExoS, ExoT and ExoY, having their cognate co-activation
host factors: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate [PI(4,5)P2] and ubiquitin for ExoU, 14-3-3
adaptor protein for ExoS and ExoT, and filamentous actin for ExoY® 14,

ExoU and ExoS are mutually exclusively expressed in bacterial strains 2. ExoU-positive bacteria
represent 28-48% of P. aeruginosa clinical isolates, and are found in the most severe
pathological cases and produce the most dramatic lesions?”*>. Furthermore, ExoU-positive
strains have been associated with increased multidrug resistance in several clinical studies!®
19.

ExoU is a phospholipase A2 (PLA2) inducing plasma membrane rupture and rapid cell necrosis
20,21 |ts activity is enhanced by binding to ubiquitin and to the lipid PI(4,5)P2, a lipid present
in the inner leaflet of the plasma membrane®!4. However, several aspects of ExoU activation
and trafficking in host cells remain elusive. Here, we searched for other host factors required
for full ExoU toxicity using a genome-wide screening approach and we identified DNAJC5 as a

necessary cofactor for its trafficking in host cells.

Results

ExoU requires DNAIJCS5 for host cell lysis

To identify host genes involved in ExoU cytotoxicity, we performed a genetic screen using
CRISPR-cas9 technology. A549 pneumocytic cells were transduced with a lentiviral library of
guide-RNAs (gRNAs), targeting 18,053 genes (four gRNAs per gene). The cells were subjected
to three rounds of infection with the P. aeruginosa strain PA14, known to induce cell necrosis
via ExoU secretion (Figure 1a). Each infection round was stopped by additing antibiotics after
90 min of infection, and each round of infection resulted in approximately 70% of cell death.
This experimental design aimed at selecting resistant cells to ExoU-induced necrosis putatively
carrying a mutated human gene required for ExoU necrotizing activity. The gRNA sequences
in surviving A549 cells were identified by next-generation sequencing and the number of reads
for each gRNA was compared to the number in the library of uninfected library. Three
independent replicates were performed and a statistical analysis revealed a significant
enrichment for gRNAs targeting only one gene: the gene encoding DNAJC5 (also known as

cysteine string protein o; CSPa.) (Figure 1b).
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Figure 1: DNAJCS is required for ExoU cytotoxicity.

a. Screening process to identify host genes required for ExoU toxicity. A gRNA library (TKOv3, four gRNAs per
gene) was constructed for A549 human epithelial cells. Cells were subjected to three 90-min rounds of infec-
tion with the ExoU+ PA14 strain for in triplicates. Infection was stopped by washing and adding antibiotics.
gRNAs were then amplified by PCR and submitted to deep sequencing. b. Analysis of sequencing data. Statis-
tical analysis of gRNA ampilification in infected vs uninfected conditions. gRNAs targeting the DNAJC5 gene
were the only ones significantly enriched in the screen. c. Cytotoxicity assay. A clonal population of DNAJC5™
A549 cells, native A549 cells or cells transfected with an empty vector (EV) were infected in 6-plicates with
PA14 and necrosis was monitored by propidium iodide incorporation, recorded by time-lapse microscopy.
Results are represented as the mean percentage (+/- SD) of necrotic cells. d. Cytotoxicity assay with A549
native cells. A549 DNAJC5™ cells complemented with DNAJC5 (DNAJC57::DNAJCS5), or the mock-
complemented control, were infected with PA14. e, f. Cytotoxicity assays similar to c,d, but cells were infected
with the ExoU+ PP34 strain. g. T3SS-dependent injection of ExoU in A549 cells. A549 cells or DNAJC5™ A549
cells were infected with PP34AexoU bacteria complemented with exoU fused to the R-lactamase gene (bla) or
infected with uncomplemented PP34AexoU. Cells were loaded with CCF2, a Bla fluorescent substrate which
shifts from green to blue fluorescence upon processing by the enzyme. Fluorescence was measured at 4 hpi
on both channels and results are expressed as a blue/green ratio. h. Cytotoxicity assay. Increasing concentra-
tions of quercetin were added to A549 cells in the presence of PA14 (ExoU+) at an MOI of 20. Necrosis was
monitored by PI incorporation and recorded by time-lapse microscopy.



DNAIJCS is a ubiquitous cytoplasmic protein located at the surface of late endosomes (LEs). It
functions as a co-chaperone in association with Hsc70 or Hsp70, which play a central role in
protein homeostasis??24. DNAJCS is also required for an unconventional protein secretion
pathway?>?®, recently described as Misfolded-Associated Protein Secretion (MAPS)?’. In this
process, misfolded cytosolic proteins are translocated into DNAJC5+ LEs near the endoplasmic
reticulum, which are then transported to the plasma membrane?®2°, Eventually, fusion of the
vesicles with the plasma membrane allows the elimination of misfolded proteins directly into
the extracellular milieu?’. Alternatively, the vesicles can produce exosomes containing the
misfolded proteins in the extracellular milieu®. This secretion process has been widely
described in neurons, where alteration of MAPS in neurons has been linked to several
neurological disorders?6:31-35,

To confirm the role of DNAJCS in ExoU-dependent cytotoxicity, we generated independent
DNAJC57- A549 cells using CRISPR-cas9 technology and one of the gRNA targeting DNAJC5 in
the library (Supplementary Figure 1a). A clonal population was selected, lacking four bases
from the coding sequence of both DNAJC5 alleles. The DNAJC57 cells were subjected to a
cytotoxic test, after infection with PA14 in the presence of propidium iodide (Pl) to detect
necrotic cells. Pl incorporation was monitored by automated time-lapse microscopy (Figure
1c). The proportion of native A549 cells exhibiting a necrotic phenotype increased with time
and reached > 75% at 5 h post-infection (pi); in contrast, DNAJC57" cells exhibited no PI
incorporation. PA14 lytic capacity was restored when DNAJC5 expression was rescued in
DNAJC57" cells (DNAJC57::DNAIJC5) (Figure 1d). Similar experiments were performed with the
clinical strain PP34, isolated from bacteraemia and secreting high amounts of ExoU. In these
experiments, some necrosis (18%) was observed at late time points in DNAJC57 cells, while
100% of A549 cells were necrotic (Figure 1e). As with PA14, PP34 infection of DNAJC5
::DNAJCS cells restored a full ExoU cytotoxicity (Figure 1f).

To determine whether DNAJC5 contributes directly to toxin activity, or is required for T3SS-
dependent injection, we infected cells with bacteria secreting ExoU fused to B-lactamase
(ExoU-Bla). This reporter system was used previously used to monitor ExoU delivery into
cells36, Host cells were pre-loaded with a fluorescence resonance energy transfer (FRET)
substrate of Bla (CCF2). Uncleaved CCF2 produces a green fluorescence, whereas the cleaved

CCF2 emits a blue fluorescence. Infection of A549 or DNAJC57" cells with ExoU-Bla-secreting



bacteria produced similar ratios of blue/green fluorescence (Figure 1g), indicating that the
absence of DNAJC5 did not alter T3SS injection per se.

As a complementary demonstration that DNAJCS is required for ExoU toxicity, we used a
DNAIJCS inhibitor. Quercetin is a natural product inducing DNAJC5 dimerization at high
concentrations, leading to its inactivation3’. Upon application of quercetin to cell cultures, a
dose-dependent inhibition of ExoU-induced A549 cell lysis was observed (Figure 1h),
confirming the essential role of DNAJC5 in ExoU intoxication.

We next examined whether DNAJC5 also contributes to the activity of other toxins delivered
by P. aeruginosa. To do so, we first performed a cytotoxicity assay using bacteria (CHAAexoT)
secreting ExoS (and not ExoU or ExoT) through the T3SS. The toxic activity of ExoS results in
dismantling of the actin cytoskeleton, hence provoking cell rounding 2. The similar kinetic
profiles recorded for the two cell lines (Supplementary Figure 2a,b), indicate that the action
of ExoS in host cells does not require DNAJC5. This result also further confirmed that T3SS
injection is unaffected in DNAJC57 cells.

We subsequently assayed how DNAJC5 deficiency affected toxicity of the pore-forming toxin
ExIA, secreted by P. aeruginosa strains lacking T35S38. Like ExoU, ExIA is a necrotizing toxin.
Identical intoxication curves were recorded for A549 and DNAJC57 cells (Supplementary
Figure 2c), indicating that DNAJCS is not involved in ExIA-dependent cell lysis. Likewise,
DNAIJCS5 seems to be specifically required for ExoU necrotizing activity in host cells.

Taken together, these results demonstrate that DNAJCS is specifically required for ExoU

toxicity in host cells.

Lack of DNAIJCS decreases the virulence of ExoU-positive P. aeruginosa’s strains in vivo

DNAIJCS is an evolutionary conserved protein. Animals in which the DNAJC5 orthologue gene
was inactivated (mice, Caenorhabditis elegans and Drosophila melanogaster) all rapidly died
after birth from neurological disorders3®-4! 341, These models are consequently unsuitable for
use in infection assays. To overcome this lack of in vivo model, we generated Drosophila in
which the DNAJC5 orthologue Cystein string protein (Csp) was conditionally knocked-down
(KD) by expressing a silencing long double-strand RNA (dsRNA) or a short hairpin RNA (shRNA)
in two independent fly lines (generation of the Csp-KD flies is shown in Supplementary Figure
3a,b). Flies were infected by pricking the thorax with a thin needle previously dipped into a

bacterial suspension®? (Figure 2a). This infection model can be used to measure the impact of



ExoU on fly death, as shown by the difference in survival curves following infection with a wild-
type strain of P. aeruginosa expressing high levels of ExoU (PP34) and its isogenic mutant
(PP34AexoU) (Supplementary Figure 3c). Survival curves for control and Csp-KD Drosophila
infected with PP34 were strikingly different (Figure 2b,c), whereas the survival curves for Csp-
KD and Drosophila mock-infected with PBS were not statistically different. These data indicate

that DNAJC5/CSP is required for full ExoU-dependent P. aeruginosa virulence in vivo.
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Figure 2: ExoU toxicity in Drosophila requires CSP (DNAJC5 orthologue).

a. Drosophila were infected with PP34 (ExoU+) by pricking the thorax with a thin dipped in bacterial
suspension. b, c. Flies expressing RNAI transgenes targeting either the firefly luciferase gene (Control) or the
Csp gene (Csp-KD1 and Csp-KD2). Mock-infected Csp-KD1 (n = 40) or Csp-KD2 (n = 51) flies with PBS were
included as negative control (uninfected; n = 30 and 47, respectively). Fly survival was recorded over 12 hours
and data are represented as Kaplan-Meyer curves. Statistical differences were established using the Log-Rank
test. n.s., not significant; ***, p < 0.001.

ExoU partly localizes in DNAJC5-positive vesicles

To determine the localization of ExoU in infected cells, we used a P. aeruginosa strain
(CHAAexoSexoT::exoU>1#?A, hereafter CHA-exoU>1%?4) that secretes a catalytically-inactive non-
lytic mutant, ExoUS'#?A 43, Cells were infected with this strain and soluble and membrane
fractions were prepared from lysates of A549 infected cells. ExoU was mainly detected in the
membrane fractions, with only trace amounts present in soluble fractions (Figure 3a). This
distribution indicates that following injection, ExoU binds to membranes rather than
remaining free in the cytosol. Equivalent amounts of ExoU were detected in DNAJC57 and
DNAJC57::DNAJC5 membrane fractions, demonstrating that DNAJC5 is not required for ExoU
docking to membranes. To gain further insight into the subcellular localization of ExoU, we
performed immunofluorescence experiments and observed cells by confocal microscopy. In

infected A549 and DNAJC57" cells, ExoU displayed similar particulate labelling in the cytoplasm
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of both cell types (Figure 3b). Thus, once ExoU is injected into cells, it binds to specific
cytoplasmic structures in a DNAJC5-independent manner.

To determine whether ExoU colocalizes with DNAJC5 in these intracellular structures, ExoU
and DNAJC5-Flag were labelled in DNAJC57::DNAJCS5 cells infected with CHA-exoU4?A, Most
DNAJC5-FLAG labelling was observed at the cellular periphery, associated with elongated
vesicles, and at cell-cell junctions (Figure 3c). Round DNAJC5+ vesicles were also present in
the perinuclear region. These perinuclear DNAJC5+ LEs were also positive for the
lysosome/late endosome marker Lamp2 (Supplementary Figure 4), as previously reported for
Cos7 cells?®. ExoU was associated with DNAJCS in both elongated and round vesicles, as well
as at cell-cell junctions, in the top and middle parts of the cell. However, in the lower part of
the cell, where the two labels were dissociated (Figure 3c). Interestingly, the presence of ExoU
had no impact on the subcellular localization of DNAJC5+ vesicles.

To allow a more detailed examination of DNAJC5/ExoU colocalization, we performed a similar
experiment with endothelial cells (HUVECs), which have larger, mostly perinuclear, DNAJC5+
LEs. In these cells, both DNAJC5-GFP and ExoU were localized at the vesicle’s limiting
membrane and were not intraluminal (Figure 3d), confirming that ExoU is membrane-

associated.

Hsp70 and Hsc70 chaperones are dispensable for ExoU toxicity
As the T3SS does not accommodate folded proteins**, ExoU is probably delivered unfolded
into host cells. Therefore, we reasoned that ExoU might need the chaperone activity of the

DNAJC5-Hsc70/Hsp70 complex to recover its catalytic activity. Three domains have been

Figure 3: ExoU partly localizes in DNAJC5-positive vesicles.

a. Fractionation of DNAJC5 -/- (KO) and DNAJC5-/-::DNAJC5 (WT) cells infected with a P. aeruginosa’s strain
(CHA-exoUS142A) secreting a catalytically inactive ExoU mutant through its T3SS.Cells were harvested at 4
hpi and their soluble and membrane fractions were prepared. Western blots were performed on fractions
using anti-ExoU, DNAJC5, Lamp2 (a late endosome -lysosome marker) and R-tubulin (a cytosolic marker)
antibodies. The higher molecular weight bands revealed by the ExoU antibody represent the ubiquitinylated
form of ExoU66. b. ExoU immunofluorescence staining of A549 and DNAJC5-/- cells infected with CHA-
exoUS142A. A single representative z-section is shown. c left. DNAJC5-FLAG immunofluorescence signals
(green) in uninfected DNAJC5-/-::DNAICS5 cells. Four z-sections obtained by confocal microscopy are shown
from top to bottom. A z-projection is also shown below. Nuclei were counterstained in blue. c right. DNAJC5-
FLAG (green) and ExoU (red) immunofluorescence signals in DNAJC5-/-::DNAJC5 cells infected with CHA-
exoUS142A. As for uninfected cells, four z-sections and a z-projection are shown. For each section, a region
was enlarged and a bar was drawn (represented on the right) to establish an intensity profile for both green
and red fluorescences, as shown. d. DNAJC5-GFP and ExoU localizations in transfected HUVEC infected with
CHA-exoUS142A on a wide-field microscopy image. Arrowheads show colocalization of both markers. The
insert is an enlargement of themerged image, showing DNAJC5 and ExoU localization at the vesicle’s
membrane.



identified in DNAJC5 (Figure 4a). A J domain, present in all DNAJ proteins, a cysteine string
domain containing 14 cysteines and a C-terminal domain32. The J domain interacts with
Hsc70/Hsp70 and enhances the ATPase activity of these chaperones*. Palmitoylation of
cysteines in the central domain allows initial DNAJC5 anchoring at the surface of endosomes?®.
The C-terminal domain has been shown to associate with various proteins, including the
vesicle-associated membrane protein (VAMP), a SNARE protein involved in the fusion of
vesicles with the plasma membrane®’42,

To determine whether the co-chaperoning role of DNAIC5 is linked to ExoU toxicity, we
produced cells carrying several mutations to disrupt interactions between DNAJC5 and
Hsp70/Hsc70, and infected them with ExoU+ P. aeruginosa. First, we complemented DNAJC5
/- cells with DNAJC5"43Q, as this mutation was previously shown to disrupt DNAJCS5-
Hsc70/Hsp70 interaction*®. DNAJC57-::DNAJC5"43Q cells displayed higher sensitivity to P.
aeruginosa-induced cell lysis than DNAJC57::DNAIJC5 (Figure 4b), indicating that DNAJC5
interaction with Hsc70/Hsp70 is not required for ExoU activation, and instead delays ExoU-
dependent cell lysis.

Shirafuji et al have reported that phosphorylation of two serines (S10 and S34) enhanced the
co-chaperone activity of DNAJC5°C. Furthermore, they showed that replacing the two serines
by alanines (DNAJC5°1943344) reduced DNAJCS interaction with Hsp70. Therefore, we used
DNAJC57 cells complemented with DNAJC5 carrying both mutations in a cytotoxicity assay.
ExoU displayed similar toxicity in DNAJC57::DNAJC5 and DNAJC57::DNAJC5510AS34A cells
(Figure 4b), providing further evidence that DNAJC5's co-chaperone activity is not required for
ExoU activation. Interestingly, the H43Q and S10A-S34A mutations had no effect on
subcellular localization of DNAJCS5, nor on its colocalization with ExoU and Lamp2 (Figure 4c
and Supplementary Figures 4 and 5).

To definitively investigate the role played by Hsp70/Hsc70 in ExoU toxicity, we knocked-down
each of these two proteins in A549 cells using siRNAs (Figure 4d). Both KD cell lines were
sensitive to PA14-induced lysis with a similar profile to native cells (Figure 4e).

Based on these results, and despite the proven role of Hsc70/Hsp70 in protein exocytosis in

MAPS?6, these chaperones appear not to be required for ExoU intoxication.
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Figure 4: DNAJC5 co-chaperone activity is dispensable for ExoU toxicity.

a. Domain organization of the human DNAJCS5 protein. The following locations are highlighted: the two phosphory-
lation sites (serine 10 and serine 34), the HPD motif for Hsc70/Hsp70 binding, and the cysteine-rich region con-
taining the leucines L115 and L116, mutated in adult neuronal ceroid lipofuscinosis patients (stars). b. Effect of
DNAJC5 mutations, H43Q and S10A-S34A, DNAJC5 mutations on ExoU toxicity. A549 cells, as well as DNAJC5~
I- cells complemented with either DNAJC5, DNAJC5H43Q DNAJC5S10A-S34A or the empty vector (EV) were subject-
ed to an infection assay with PA14. N = 6 fields per condition. c. DNAJC5-FLAG (green) and ExoU (red) immuno-
fluorescence signals for DNAJC57::DNAJC5H43Q and DNAJC5/-::DNAJCSS10A-S34A ce||s infected with CHA-
exoUS142A strain, which secretes a catalytically-inactive ExoU mutant. One z-section is shown. For each section, a
region was enlarged and a bar was drawn (represented on the right) to establish the intensity profiles for both
green and red fluorescence. d, e. Effect of decreased Hsc70 and Hsp70 expression on ExoU toxicity. A549 cells
were transfected with siRNAs for Hsp70 (si_Hsp70) or Hsc70 (si_Hsc70) to knock down their expression. Knock-

down was monitored by Western blot (d). KD cells were subjected to an infection assay (e), in the same conditions
as in (b).



DNAJCS5 escort of ExoU to the plasma membrane is required for toxicity

Having eliminated its co-chaperone role, we next investigated whether the trafficking activity
of DNAJCS was required for ExoU-dependent necrosis.

Adult neuronal ceroid lipofuscinosis is a neurodegenerative disease caused by mutations in
DNAJC53%3435 Two mutations have been reported in patients: L115R and AL116 (stars in
Figure 4a). These mutations form protein oligomers>>2 that impair the trafficking of DNAJC5+
vesicles towards the plasma membrane, causing the accumulation of misfolded proteins in
cells, and leading to progressive neuronal dysfunction®l. When expressed in DNAJC57 cells,
DNAJC5115R and DNAJC5218 |ocalized in perinuclear vesicles, but not in vesicles at the cellular
periphery (Supplementary Figure 5), a feature previously reported in PC12 neuroblastic
cells®. Furthermore, these DNAJC5+ vesicles were not labelled with Lamp2, which is
associated with other perinuclear vesicles (Supplementary Figure 4). In both DNAJC57
::DNAJC515R and DNAJC57::DNAJC52H116 | ExoU colocalized with DNAJC5-FLAG (Figure 5a,b).
However, ExoU toxicity was severely diminished, recovering only minimally with DNAJC515R
or moderately with DNAJC52116in these complemented cell lines (Figure 5c).

To confirm these results, we produced another DNAJC5 mutant lacking the J domain, also
forming protein oligomers®?, which has been hypothesized to alter DNAJC5 transportation
function. DNAJC52/demain similarly lead to restricted DNAJC5 localization in the perinuclear
region, with some enlarged vesicles (Supplementary Figures 4 and 5), possibly due to protein
accumulation in the lumen, where ExoU and Lamp2 colocalized (Figure 5d). As with the
pathological mutations L115R and AL116, ExoU toxicity was dramatically reduced in DNAJC5
/-::DNAJC5Adomain ca|s (Figure Se).

Based on these results, we concluded that DNAJC5 mutations affecting vesicle trafficking to

the plasma membrane block ExoU-driven cell necrosis.

ExoU phospholipase activity is independent of DNAJC5

To assess whether DNAJC5 contributes to the activation of ExoU enzymatic activity per se, we
expressed and purified recombinant ExoU and examined its catalytic activity in a PLA2 assay,
in the presence of membrane or soluble fractions prepared from uninfected DNAJC57 or
DNAJC57::DNAJCS cells. Only the membrane fractions enhanced ExoU phospholipase activity
(Figure 6), suggesting that a membranous component, probably PI(4,5)P2, activates ExoU

catalytic activity, as previously reported!4. Importantly, no significant difference was detected

12



a DNAJC5-Flag ExoU
5
3 N
Q Intensity profiles
<
=
g
o
(]
]
<
p
0o
b .
O
2
=
2
o
(]
]
<
Z B
(@)
c 1004
2 80 Wl As49
2 60 M onascsHEV
s
S 4. [ onaJdcs*:pnadcs
c
5 Bl DNAJCS-:DNAJCSL TR
2 20/
. oo 7] DNAJC5"::DNAJCEALT16
6 5b 160 150 200 2%0 360

Time (min)

d DNAJC5-Flag ExoU

DNAJC57::DNAJC5Adomain

e
1001
% 801 Il A549
g %1 loNAJCS-EV
§ 40- [l DNAJC5:DNAJCS
:3; 20 B DNAJC5™:: DNAJC5AIdomain
04

T g T T
50 100 150 200 250 300

Time (min)

Figure 5. DNAJCS5 escort of ExoU to the plasma membrane is required for toxicity.

a. Localizations by immunofluorescence of ExoU (red) and DNAJC5-FLAG (green) in DNAJC5
::DNAJC5M15R cells infected with CHA-exoUS™424 on a z-section. A selected area was enlarged and a
bar was drawn, to establish the intensity profiles for both signals. b. Immunofluorescence localizations
of ExoU (red) and DNAJC5-FLAG (green) in DNAJC57::DNAJC52L116 cells infected with CHA-
exoUST#24_|ntensity profiles were obtained as above. c. Cytotoxicity assay with DNAJC5/"
::DNAJC5-115R and DNAJC57::DNAJC52-118 cells, alongside controls, infected with PA14. N = 6 fields
per condition. d. Immunofluorescence localizations of ExoU (red) and DNAJC5 (green) in DNAJC57
::DNAJC5AYomain cells infected with CHA-exoUST424. Intensity profiles were obtained as above. e.
Effect of J domain deletion. Control cells and DNAJC5™ cells complemented with full-length DNAJCS5,
DNAJC5Adomain or EV were infected with PA14, and cytotoxicity was recorded. (n = 6).



when ExoU was incubated with membrane fractions from either DNAJC57 or DNAJC5”

::DNAIJC5 cells, showing that DNAJC5 is not directly involved in ExoU phospholipase activity.
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Figure 6. ExoU phospholipase activity is independent of DNAJC5.

Phospholipase activity of purified ExoU (65 pmols) was measured in the presence of soluble (Sol) or
membrane (Mb) fractions from uninfected DNAJC5-/- (KO) or DNAJC5-/-::DNAJC5 (WT) cells. Experiments
were performed in triplicates and incubated for 24 h. Data are expressed in nmoles of substrate hydrolyzed
per nmoles of ExoU. Statistical differences were established by ANOVA (p < 0.0001), followed by Tukey’s test
(*, p <0.0001).

Discussion

The aim of this study was to identify host factors required for full ExoU toxicity using a
genome-wide screening approach. Our results demonstrate that the host chaperone DNAJC5
is required for the toxic activity of ExoU. In the bacterial cytoplasm, ExoU forms a complex
with its cognate chaperone, SpcU, from which it dissociates prior to travel, probably unfolded,
through the injectisome®. Once injected into the host cell, ExoU partly colocalizes with
DNAJC5+ vesicles in the perinuclear zone (i.e., LEs) and at the cellular periphery. DNAJC5 and
Lamp?2 only colocalized in perinuclear vesicles, and Lamp2 labelling was lost when DNAJC5+
vesicles were exported to the cellular periphery (Supplementary Figure 4). Similar patterns
were reported in Cos7 cells with Lampl, another late endosome/lysosome marker?,
indicating that peripheral DNAJC5+ vesicles cannot be considered strictly “late endosomes”.
DNAJC5 has been linked to an unconventional secretion system (MAPS), both for the
translocation of misfolded cytosolic proteins into the vesicle’s lumen and for the transport of
these vesicles to the plasma membrane. DNAJC5-dependent protein exocytosis uses one of
the two processes: either the vesicle fuses to the plasma membrane, allowing the release of

the vesicle’s intraluminal content into the extracellular milieu?’, or exosomes are produced?’.
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Unlike classical MAPS cargos, ExoU localized to the vesicle’s limiting membrane (Figure 3d), it
is therefore probably not translocated into the vesicle’s lumen, and remains at the external
side. This position would allow ExoU to target the inner leaflet of the plasma membrane once
the vesicle reaches the cell’s periphery (Supplementary Figure 6). Moreover, MAPS cargos
need Hsp70/Hsc70 chaperones for secretion through this pathway?®, while ExoU transport is
Hsp70/Hsc70-independent (Figure 4). This lack of chaperone-dependence is probably linked
to its position on the external side of the vesicle membrane.

ExoU toxicity was altered by mutations known to alter DNAJC5 function in vesicle trafficking,
i.e., L115R and AL116313%3551 35 well as J domain deletion. These results confirm that ExoU,
once delivered into the host’s cytoplasm, uses the DNAJC5-associated secretion machinery for
transport to the plasma membrane. This result also suggests that patients with adult neuronal
ceroid lipofuscinosis might be more resistant to ExoU intoxication.

Although ExoU and DNAIJC5 colocalized at the vesicle’s limiting membrane, our attempts to
identify a physical association between ExoU and DNAJC5 were unsuccessful. Furthermore,
lack of DNAJC5 did not prevent ExoU from associating with membranes (Figure 3a,b),
confirming that ExoU binding to intracellular vesicles is DNAJC5-independent. Therefore,
although DNAIJCS is an essential component of the ExoU transportation pathway, it is not the
receptor for ExoU at the vesicle’s surface. Consequently, further studies will be required to
identify the receptors allowing ExoU to dock to vesicle membranes.

The importance of ubiquitin binding to ExoU to stabilize the ExoU-membrane association and
enhance its catalytic activity was demonstrated in previous studies!®>455 |t will now be
interesting to examine whether ubiquitin binding also facilitates or strengthens the
association between ExoU and DNAJC5+ vesicles, as it does at the plasma membrane.
Several bacterial toxins exploit vesicle trafficking for retrograde transport®®, including T3SS
cytotoxins®”*8. In particular, P. aeruginosa’s ExoS toxin moves to the perinuclear region in a
microtubule- and dynamin-dependent process, suggesting involvement of the endocytic
pathway>°. Interestingly, ExoU was observed to associate with DNAJC5- vesicles, particularly
in the lower part of the cell (Figure 3c). We previously showed that ExoU partially colocalized
in cytoplasmic vesicles with EEA1%, a protein marker of early endosomes. It is thus possible
that ExoU reaches the perinuclear region by an endocytic pathway like that exploited by ExoS,

because vesicle transport is faster than free diffusion in the cytosol.
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According to Deng et al.>®, ExoS recycles to the plasma membrane by an unknown process.
Our results showing full ExoS toxicity in DNAIJC57 cells (Supplementary Figure 2a,b)
demonstrate that ExoS and ExoU use distinct pathways to reach the plasma membrane.

As reported previously, only PI(4,5)P2, localized at the plasma membrane, can induce a
conformational change in ExoU structure, leading to ExoU oligomerization and activating its
catalytic activity!>14%0, In agreement with this specific activation mechanism, our results show
that DNAJC5-dependent plasma membrane targeting is required for ExoU in cytoplasmic
vesicles to induce membrane disruption (Figure 1c).

In conclusion, we have elucidated a favored transportation system targeting ExoU to the only
cellular location where it is active, i.e., the plasma membrane. Importantly, our initial screen
for factors involved in this targeting identified only DNAJC5, suggesting that the protein it
produces may be the Achilles' heel for this highly potent toxin. Inhibitors of DNAJC5 (with a
better efficiency than quercetin) or the MAPS pathway could be of considerable interest for

adjunct therapy to treat infections with ExoU+ P. aeruginosa strains.

Materials and Methods

Lentiviral production using TKOv3 library and MOI determination

Toronto human knockout pooled library (TKOv3) was a gift from Jason Moffat and obtained
from Addgene (#90294). It is a one-component library with guide-RNAs inserted in
lentiCRISPRv2 backbone as well as the cas9 gene. This library contains four gRNAs targeting
each of the 18,053 protein coding genes and control gRNAs targeting EGFP, LacZ and luciferase
(71,090 total gRNAs). The gRNA library-expressing lentiviruses were produced as described in
Moffat’s lab protocol (REV.20170404). The library was amplified in Lucigen Endura
electrocompetent cells (#60242) to reach at least 200x colonies per guide-RNA and the library
plasmid pool was purified using NucleoBond Xtra-Maxi Kit (Macherey-Nagel, #740414.50).
Then, lentiviruses were produced by transfection of HEK293T cells with the library plasmid
pool. In brief, X-tremeGENE 9 DNA Transfection reagent (Roche, #06365787001) was diluted
in Opti-MEM serum-free media. Following 5 min of incubation at room temperature, an
appropriate mixture of plasmids was added in a 3:1 ratio of Transfection Reagent: DNA
complex. This mixture of plasmids was composed of the library plasmid pool and the lentiviral
packaging and envelope plasmids (psPAX2 and pMD2.G) at a 1:1:1 molar ratio (8 pug:4.8 ug:3.2

ug, respectively). The solution was then mixed and incubated at room temperature for 30 min.
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Thereafter, the transfection mix was added to 70-80% confluence HEK293T cells in a drop-
wise manner and cells were incubated for 24 h. Following this incubation time, media were
replaced by fresh DMEM, containing 6% of bovine serum albumin (BSA). The next day, the
lentiviruses-containing media were harvested, centrifuged to pellet any packaging cells, and
supernatants were stored at -80°C. The lentiviral concentration was established by serial
dilutions on A549 cells, as described below, treated or not treated with 2 pg.mL! puromycin.
The virus volume that gave 30% survival with puromycin selection vs without puromycin was

chosen for library construction, in order to limit the number of lentiviruses per cell.

Construction of CRISPR-Cas9 library in A549 cells and ExoU screen

The gRNA library-expressing A549 cells (hereinafter named A549-CRISPR cells) were
constructed as described in Moffat’s lab protocol. Briefly, 5.107 trypsinized A549 cells
(calculated for 200-fold TKOv3 library coverage) were prepared in DMEM containing 10% FBS,
supplemented with 8 pg.mL? polybrene to enhance lentiviral infection. Cells were incubated
with lentiviral particles at MOI of 0.3. After 24 hours of incubation, media were replaced with
DMEM containing 10% FBS supplemented with 2 pg.mL?! puromycin and cells were
additionally incubated for 48 h to select transfected cells. The library was frozen at -80°C
before the screen.

For the screen, 15x10° A549-CRISPR cells were plated on a 15-cm dish and infected with PA14
for 90 min at MOI of 10 to reach 20-30% of surviving cells. To stop the infection, cells were
trypsinized after washing and reseeded in DMEM supplemented with 10% FBS and 20 pg.mL
! polymixin B. The surviving population was expanded and evaluated daily to monitor the
recovery of cells. The day after the seeding, 90 ug.mL? gentamicin was also added in the
medium to prevent proliferation of polymyxin-resistant bacteria. When surviving cells reached
70-80% confluence, they were subjected to a second and a third round of infection with PA14,
allowing the repetition of the procedure with the same library coverage. The screen on A549-

CRISPR cells was done in biological triplicates.

Genomic DNA extraction, sequencing and analysis
After three rounds of infection, the surviving populations were expanded to obtain 2.107 cells.
Uninfected A549-CRISPR cells were expanded similarly. Each cell population was subjected to

genomic DNA (gDNA) extraction with a QlAamp DNA Blood Maxi kit (Qiagen, #51194) by
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following the manufacturer’s protocol. Then, a one-step PCR was carried out to enrich and
amplify gRNAs from the genome of selected cell populations with lllumina TruSeq adapters (i5
and i7 indices). Moreover, a unique barcode of two 8-bp index required for lllumina
sequencing was added during the one-step PCR to each pool of amplified gRNAs. The PCR
conditions for 50 uL were 25 ul of GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (#M7423, Promega),
0.5 uM of each primer (Supplementary Table 3) and 2.5 ug of gDNA. Three PCR reactions were
performed simultaneously per sample to obtain sufficient quantities of amplified products.
The PCR program was: denaturation at 95°C for 2 min, followed by 26 cycles at 95°C for 30 s,
55°C for 30 s and 65°C for 30 s, and a final elongation step at 65°C for 5 min. After PCR
amplification, each 50-puL reaction from the same sample were pooled, electrophoresed and
the 200-bp bands were excised from agarose gel slice using Monarch DNA Gel extraction Kit
(NEB, #T1020S). Then, each sequencing library was quantified on both NanoDrop and Qubit
and a quality control of DNA was performed on Agilent Bioanalyzer system. Finally, a high
throughput sequencing was performed on the pool of amplicons using a NextSeq 500 device
(Ilumina) at the CNRS platform of Orsay (Institut de Biologie Intégrative de la Cellule) and raw
data were processed and analysed using a web-based analysis platform named CRISPR-
AnalyzeR. The adjusted p-values were analysed according to MAGeCK method to identify

overrepresented genes targeted by gRNAs in output compared to input.

Cytotoxicity assay

For infection assays, 1.5x10* A549 cells or derivatives were seeded per well in a 96-well plate
48 h before infection in DMEM supplemented with 10% FBS and 200 pg.mL™* neomycin for
transfectants. Thirty minutes before infection, Syto24 was added to the medium at 0.5 uM to
label cell nuclei. Then, medium was removed and replaced by DMEM supplemented with PI
at 1 uM. Cells were subsequently infected at MOI 20 with bacteria (OD1) unless indicated. The
kinetics of Pl incorporation was followed using an IncuCyte live-Cell microscope (Sartorius).
Acquisitions were done every 15 min for 5 h using a 10X objective. Images from bright field
(phase), green channel (acquisition time 200 ms) and red channel (acquisition time 400 ms)
were collected. The percentage of necrotic cells was calculated by dividing the number of PI-

positive cells by the number of Syto24-positive cells.

18



For the cell retraction assay, cells were labelled with the CellTracker Red CMTPX (1 uM).
Images were treated with Imagel software. Briefly, images of CellTracker staining were

binarized and total cell surface was calculated for 6 images at each time point.

Immunofluorescence microscopy

For ExoU, DNAJC5, FLAG and Lamp2 stainings, 5x10° A549 cells or derivatives were seeded in
each well of a 24-well plate 48 h before fixation. For the co-staining with ExoU, cells were
previously infected with CHA-Exo U424 or CHA-ExoUS142ANdomain for 4 h gt MOI of 10. Cells were
fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 15 min at room temperature and permeabilized
with 0.5% Triton X-100 in PBS containing 4% PFA for 5 min. Cells were then stained using
standard procedure with appropriate primary and secondary antibodies. Then, cells were
counterstained with Hoechst. Images were collected on a Zeiss LSM880 confocal equipped
with a Zeiss Plan-APO x63 numerical aperture 1.4 oil immersion objective. Successive planes
in 3D stacks were taken every 0.2 um. Images of z-sections were analysed using the Intensity

profile module from Icy software.

Drosophila mutant engineering and infection assay

To silence the Csp gene in Drosophila melanogaster, RNA interference was used. In brief, two
different transgenic fly lines Csp-KD1 (Stock #34168 from the Vienna Drosophila Resource
Center) and Csp-KD2 (Stock #33645 from the Bloomington Drosophila Stock Center)
expressing a shRNA or a long dsRNA targeting Csp, respectively, under the control of GAL4-
responsive elements were used. These flies were crossed with transgenic flies expressing the
Gal4 gene under the control of a temperature-inducible promoter (hs-Gal4, stock #2077 from
the Bloomington Drosophila Stock Center). Flies expressing a siRNA targeting the firefly
Luciferase gene (Stock #31603 from the Bloomington Drosophila Stock Center) were also
crossed with the heat shock-Gal4 line and used as control. The progeny was reared until the
flies were 7 to 10-day old and the Gal4 gene expression was induced by three heat shocks of
1 h at 37°C, each performed during three consecutive days, in order to silence the Csp gene.
Flies were then infected with a stationary phase culture of PP34 strain (or PP34AexoU strain),
diluted at OD 1, by thoracic needle pricking, as previously described*?, and their survival rates
were monitored. To confirm the knockdown of CSP, 20 flies per condition were homogenized

in  RIPA lysis buffer with aPrecellys 24 (Bertin instruments)using CK14 tubes
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containing ceramic beads at 5,000 rpm for four cycles of 30 s. Lysates were analysed by

Western blot using the anti-Drosophila CSP antibody.

Statistics

Statistics on genomic screening data are described above.

GraphPad 7.04 software was used for all other statistical analyses. For cytotoxicity studies or
cell retraction assay, no statistical test was used. For Bla activity assay, a Student’s t-test was
used between conditions using ExoU-bla. For PLA2 activity test, a one-way ANOVA was
employed, followed by Tukey’s post-hoc test for data comparison. For the two latter assays,
data distribution was normal according to Shapiros-Wilk's test. For fly infection, a Log-Rank

test was used. Data were considered significantly different when p < 0.01.

Data availability
The sequencing data have been deposited in the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) and

are accessible through GEO accession number GSE154751.
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Supplementary Methods

Bacterial strains and plasmids

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Supplementary Table 1.
Bacterial strains were grown in Luria-Bertani (LB) medium at 37°C with vigorous shaking (300
rpm). When mentioned, antibiotics were added at the following concentrations: 100 pg.mL™*
ampicillin and 300 pg.mL? carbenicillin. For infection assays, overnight cultures were diluted
to optical density (ODeoo) of 0.1 and grown under agitation to reach ODeoo of 1.

For construction of PP34AexoU, the internal nucleotide sequence of exoU from PP34
isolate®? was amplified by PCR and cloned into pEX100T®2. The gentamycin cassette was
extracted from pUC-Gm and inserted into the unique EcoRl site of exoU. Then, the exoU-Gm
fragment was introduced into the genome of P. aeruginosa PP34 by allelic exchange
following standard triparental mating and sacB selection technique. The mutant was verified
by PCR using primers ExoU-Gm_Fw and ExoU-Gm_Rev (Supplementary Table 2) and
resequencing.

For exoU-bla fusion, the DNA fragment encompassing the exoU promotor and coding
sequence was amplified by primers ExoU-BamHI and ExoU-Xbal (Supplementary Table 2)
using plAexoU>**?AspcU as template*®. The PCR fragment was then transferred into BamHI-
and Xbal-digested plAexoS-bla plasmids, where exoS was excised. The expression and
secretion of ExoU-Bla was verified by immuno-blotting using anti-ExoU antibodies. The
plasmids were introduced into PP34AexoU by transformation®3,

Purification of His6-ExoU

The exoU gene amplified from the PP34 isolate (GESPA collection®!) was cloned in pET15b.
The obtained plasmid pET15b-exoU was introduced into E. coli BL21 (DE3) Star (InVitrogen).
The induction was obtained by adding IPTG at 1mM concentration during 3 h. The bacterial
pellet, resuspended in 25 mM Tris-HCI, pH8, 500 mM NaCl and 10 mM imidazol, was
disrupted using a Microfluidizer. Purification of Hise-ExoU was performed on AKTA purifier
using a HiTrap HP 5-ml column (GE HealthCare) with a step gradient of imidazole. Fractions,
eluted with 200 mM imidazole and containing the ExoU protein, were loaded onto HiLoad
SD200 16/60 prep column for a second step of purification.

Antibodies and reagents

The rabbit polyclonal antibody targeting human CSPa (DNAJC5) was purchased from
ThermoFisher (#PA1-776). The mouse polyclonal antibodies against B-actin (#A1978), B-
tubulin (#T0198) and FLAG (#F1804) were purchased from Sigma-Aldrich. Specific antisera
for ExoU were obtained in rabbits with 50 ug of purified full length recombinant ExoU. The
specific antibodies were affinity-purified on Hisg-ExoU. The mouse monoclonal antibody
targeting CSP in Drosophila melanogaster (named DCSP-1) was purchased from DSBH
(#ab49). DCSP-1 (ab49) was deposited to the DSHB by Buchner, E. / Hofbauer, A. The
monoclonal mouse Hsc70 (HSPA8) and Hsp70 (HSPA1A) antibodies were purchased from
R&D Systems (#MAB4148 and #MAB1663-SP, respectively). The anti-Lamp2 antibody was
from BD Transduction Laboratories (#555803). Neomycin (#10131-035), Syto24 (#57572) and
propidium iodide (PI)(#P3566) were purchased from GIBCO, ThermoFisher and InVitrogen,
respectively. The CellTracker Red CMTPX (#C34552) and CCF2-AM (K1032) were from
ThermoFisher. Quercetin (#Q4951) and probenecid (#P8761) were from Sigma-Aldrich.
siRNAs against Hsp70 (HSPA1, #s6968) and Hsc70 (HSPAS, #s6985) were purchased from



ThermoFisher. The Complete inhibitor cocktail was from Roche (#04693159001) and the
Micro-BCA Protein Assay Kit from ThermoFisher (#23235). The Lipofectamine RNAiMax kit
was from Invitrogen (#13778-075).

Eukaryotic cell lines and growth conditions

The human embryonic kidney (HEK) 293T and A549 cells and their derivatives were cultured
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% foetal bovine
serum (FBS). Cells were grown at 37°C with 5% CO2 and routinely passaged when reaching 70
to 80% confluence. Transfected cells with pLVX-IRES-neo vector, containing the wild-type or
mutated DNAJC5-FLAG gene, were maintained by addition of 200 ug.mL* neomycin to the
supplemented medium.

Knockout of DNAJC5 gene

A pair of oligonucleotides corresponding to the enriched gRNA targeting DNAJC5 gene
(Supplementary Table 4) were annealed and cloned into the BsmBI-digested pLentiCRISPRv2
vector. Then, as previously described for TKOv3 library, lentiviral particles containing the
recombinant plasmid pLentiCRISPRv2-gRNA-DNAJC5 were created using the HEK293T cells
and the psPAX2 and pMD2.G plasmids. Lentiviruses containing the pLentiCRISPRv2 vector
without gRNA were also produced and referred to as empty vector (EV). A549 cells were
then infected with these lentiviruses using 2 mL of lentiviral particles per 10-cm dish with
cells at 50% confluence. Transfected cells were selected with 2 ug.mL* puromycin for 48 h
and clones were isolated by limiting dilution. Clones were selected for their absence of
DNAIJCS expression by Western blot and immunofluorescence. One clone was selected for
further experiments.

Complementation of deficient cells with DNAJC5-FLAG gene and its derivatives DNAJC5H43Q
and DNAJC5510A-534A

The DNAJC5 wild-type gene was synthetized by the Genewiz company and cloned into
pUC57 plasmid. Some modifications have been introduced, without changing the amino acid
sequence, to prevent the Cas9 endonuclease from cleaving the gene when inserted into the
genome of deficient cells. Moreover, the 3X-FLAG tag was designed upstream of the gene
and EcoRl and BamHI restriction sites were added upstream and downstream of the
DNAJC5-FLAG gene respectively (Supplementary Table 5). The gene was inserted into pLVX-
IRES-neo vector in BamHI and EcoRl sites. Lentiviral particles containing the empty vector
pLVX or the pLVX-DNAJC5-FLAG plasmid were produced as previously described. Thereafter,
2.6x10° DNAIC57 cells were seeded per 10-cm dish the day before and were infected with 2
mL of lentivirus for 24 h. Then, media were replaced and transfected cells were cultured in
DMEM containing 10% FBS and supplemented with 800 pg.mL* neomycin for at least 8 days
before decreasing the antibiotic concentration to 200 ug.mL™. In the same way, H43Q and
S10A-S34A mutations on DNAJC5-FLAG gene were introduced by synthetizing the mutated
genes (Supplementary Table 5) and by infecting the deficient cells with lentiviral particles
containing the mutated genes cloned into the pLVX vector. In each case, clones were
isolated by limiting dilution and tested for DNAJC5 expression by Western blot and
immunofluorescence.

Site-directed mutagenesis of DNAJC5
The QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, #200523) was used to perform
mutations on DNAJC5-FLAG gene. Briefly, oligonucleotide primers containing the desired



mutations flanked by unmodified nucleotide sequence were synthetized as recommended
by the manufacturer guidelines (Supplementary Table 6). For mutagenesis, 125 ng of each of
the two complementary oligonucleotides were used in a reaction volume of 50 uL containing
30 ng of pUC57-DNAJC5-FLAG plasmid, 1 pL of dNTP mix and 5 plL of 10X reaction buffer.
Then 1 ulL of PfuTurbo DNA polymerase at 2.5 U.uL? was added and the mixture was PCR
amplified using the following cycling parameters: 95°C for 30 s followed by 25 cycles at 95°C
for 30 s, 55°C for 1 min and 68°C for 3 min, and a final elongation step at 68°C for 5 min.
Thereafter, the nonmutated plasmid was digested by adding 1 uL of Dpnl at 10 U.uL™*
directly to amplification reaction followed by an incubation at 37°C for 1 h. The remaining
plasmid containing the desired mutation was transformed into Quick Change XL1-Blue
Supercompetent cells. Mutants were checked by DNA sequencing. Then, as previously
described, the mutated DNAJC5 gene was digested and cloned into the pLVX-IRES-neo vector
and deficient cells were complemented with the mutated gene. Clones were isolated by
limiting dilution and selected as above.

Phospholipase activity assay of ExoU

The phospholipase activity of ExoU was performed, as reported previously'3, using the
Cayman Chemical cPLA; kit (#765021). Briefly, 5 uL of purified 6His-ExoU protein at 1 mg.mL
1 (65 pmols) were used per well of a 96-well plate containing 5 pL of Assay Buffer and 5 pL of
cytosolic or membrane fractions (normalized by As0) from DNAJC57 cells and DNAJC57-
::DNAIJCS cells. Then, reactions were initiated by adding 200 uL of substrate solution
containing 1.5 mM arachidonyl thiophosphatidylcholonie and by shaking the plate for 30 s
followed by an incubation for 1 h at room temperature. Absorbance was monitored at 24 h
at 405 nm with an automated plate reader (Spark 10M by TECAN) after addition of 10 uL of a
solution containing 25 mM 5,5-dithiobis (2-dibitrobenzoic acid) (DTNB). The PLA; activity of
ExoU was also monitored in wells without extracts called “Blank wells”. Experiments were
performed in triplicate. The PLA; activity of ExoU was calculated with the following formula

where 10 is the extinction coefficient for DTNB.
[Mean of Abs (sample)—Mean of Abs (blank)]

10 X 65.1073(nmol of ExoU)

Substrate hydrolysis =

ExoU injection assay

A549 or DNAIC57 cells were seeded in 96-well plates 2 days before infection at 1.5x10* cells
per well. Cells were infected at MOI of 10 for 4 h with the PP34AexoU strain producing
ExoUS42A-Bla toxin, as reported previously3®. Then, cells were washed with PBS containing
2.5 mM probenecid, and incubated with freshly prepared CCF2-AM solution (2 uM) for 90
min in the dark at room temperature. The CCF2-AM cleavage by ExoUS#?A-Bla translocation
was measured by comparing the emitted fluorescence at 447 nm (green, uncleaved) and 530
nm (blue, cleaved) upon excitation at 405 nm.

DNAJCS5 sequence analysis in DNAJC57 cells

Genomic DNA was isolated from A549 and DNAJC57" cells (107 cells) using the QlAamp DNA
Blood Maxi kit (Qiagen, #51194) and by following manufacturer’s protocol. To amplify the
DNAJC5 gene, PCR reactions were carried out with 2.5 pg of gDNA in GoTaq G2 Hot Start
Green Master Mix (Promega, #M7423) containing 0.5 uM of primers DNAJC5-Fw and
DNAJC5-Rev (see Supplementary Table 2). PCR conditions were: 2 min at 95°C, followed by
30sat95°C, 30 sat 56°C and 1 min at 72°C (26x), and 5 min at 72°C. The PCR products were
Sanger-sequenced.



Western blot analysis

Cells were washed twice with cold PBS and lysed with lysis buffer containing 1% Triton X-
100, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, Roche protease inhibitor cocktail as
well as vanadate (1 mM) and okadaic acid (50 nM). The lysates were centrifuged at 18,400 g
for 10 min at 4°C and protein concentration in the supernatant was measured with the
Micro-BCA Protein Assay Kit. Supernatants were then denatured using Laemmli buffer
containing B-mercaptoethanol at 95°C for 5 min. For gel electrophoresis, proteins were run
using 10% or 4-12% polyacrylamide gels (BioRad, #3450123). Proteins were then transferred
onto a PVDF membrane, using the BioRad semi-dry transfer apparatus, and incubated for 1 h
with 5% non-fat dairy milk followed by overnight incubation at 4°C with primary antibodies.
Membranes were then probed with secondary HRP-antibodies for 90 min at room
temperature. After washings, signals were detected using the Immobilon Western blot
Substrate and the ChemiDoc MP Imaging System.

siRNA transfection

A549 cells were seeded at 1.5x10° cells per well in a 6-well plate (for cell lysate preparation)
or at 1.5x10* cells per well in a 96-well plate (for cytotoxicity assay) 24 h prior to
transfection. Transfection was carried out with the 3 pmols siRNAs per well of 96-well plate
or 30 pmols per well of 6-well plates, using the Lipofectamine RNAiMax kit according to the
manufacturer’s protocol. After 24 h of incubation, the media were replaced by DMEM
containing 10% FBS. Experiments were performed at 48 h post-transfection.

Quercetin assays

For infection assays, A549 cells were seeded as previously described in 96-well plate, 48 h
before. Quercetin was freshly prepared at 100 mM in DMSO. The day of infection, Syto24
was added to the medium at 0.5 uM 2 h before infection, the medium was removed and
replaced by DMEM supplemented with Pl and quercetin at the indicated concentrations.
Cells were then infected with bacteria at OD 1 and at MOI 10. The kinetics of Pl
incorporation was followed as previously described using an automatized microscope
IncuCyte.

Cellular fractionation

Cellular fractionation was performed as previously described??, with some modifications.
Briefly, infected or uninfected cells (2.107) were washed with ice-cold PBS and scraped in 800
ulL of buffer A (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 mM KCI, 2 mM MgCl, 1 mM DTT, with protease
inhibitor cocktail). The cellular suspension was supplemented to 250 mM sucrose to prevent
subcellular organelle damage. Cells were fragmented by passing 20 times through a ball
bearing homogenizer (8.020-mm bore, EMBL, Heidelberg, Germany) with an 8.006-mm ball
bearing. The cellular homogenate was centrifuged at 1,000 x g for 10 min to remove nuclei
and unbroken cells. The supernatant was then ultracentrifuged at 100,000 x g for 30 min to
sediment total microsome membranes. The pellet was resuspended in buffer A with sucrose,
and was conserved at -20°C, as well as the soluble fraction. Samples were normalized with
OD2so.

Expression of DNAJC5-EGFP in HUVECs
Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were isolated according to previously
described protocols®*. Cells were cultured in endothelial-basal medium 2 (EBM-2; Lonza)



supplemented as recommended by the manufacturer. HUVECs were transfected using
nucleofection (Amaxa, Lonza) according to the manufacturer's protocol. Briefly, the day
before transfection, cells were seeded at a density of 30,000 cells/cm2 in EBM-2 medium
supplemented with EGM-2 SingleQuots. Cells (2x108) were pelleted by centrifugation (6 min
at 1,000 rpm) prior to being resuspended in 100 pL of Nucleofector® solution, mixed with 2.5
ng DNAJC5-EGFP plasmid®!. The cells were nucleofected by using the program A-034.
DNAJC5-EGFP-transfected cells were used at 24 h post-transfection.
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Supplementary Fig. 1. Sequence of DNAJC5- gene clone #8 and expression of wild-type and mutant
DNAJCS.
a. Part of the native DNAJC5 sequence (WT), aligned with the mutated sequence present in the selected

DNAJC5™ cells clone #8. The four missing nucleotides are indicated. The same deletion was present on both
alleles. The PAM sequence and the sequence of the gRNA used for inactivation are shown. b. Western blot with
cellular extracts from A549, A549::EV and DNAJC5” (polyclonal population and clone#8) cells, revealed with
DNAJCS5 antibodies. 3-actin was used as loading control. ¢. Western blot showing DNAJC5-FLAG expression in
DNAJC5™::DNAJC5, DNAJC5™::DNAJC5"*3? and DNAJC5™::DNAJC55'945%A celis, revealed with the FLAG
antibodies. d. Western blot showing DNAJC5-FLAG expression in DNAJC57::DNAJC5, DNAJC57::DNAJC5-5R
and DNAJC57::DNAJC5"""® cells, revealed with the FLAG antibodies. e. Western blot showing DNAJC5-FLAG
expression in DNAJC5"::DNAJC5, DNAJC5"::DNAJC5™/%Man cells, revealed with FLAG antibodies. Abbrevia-
tions: (n) native and (p) palmitoylated forms of DNAJC5; Agg: aggregates. (*) represents a non-specific band
only visible in highly exposed images.
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Supplementary Fig. 2. DNAJCS5 is not required for ExoS or ExIA toxicity.

a. Intoxication with ExoS. A549 cells or DNAJC5™ cells loaded with CellTracker Red
CMTPX were infected with the CHAAexoT strain expressing ExoS. Intoxication was fol-
lowed by time-lapse microscopy (n = 6). Images show merged acquisitions of phase con-
trast and CellTracker fluorescence at the beginning (TO) and at 10 hpi (T600). Both cell
types displayed ExoS-dependent cell rounding. b. Quantification of ExoS-induced cell
rounding using ImageJ software. c. A549, A549 ::EV and DNAJC5™ cells were infected

with the ExIA+ IHMA879472 strain, and cell necrosis was monitored based on Pl incorpo-
ration (n = 6). EV, empty vector.
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Supplementary Fig. 3. Production of Csp knockdown in Drosophila and intoxication assay.

a. Mating scheme to generate Csp-KD flies. b. Western blots showing CSP levels in flies using two
different RNAI transgenes (Csp-KD1 and Csp-KD2). 3-actin was used as loading control. ¢. Post-
infection survival assay. Flies were infected by pricking the thorax with a needle dipped in suspen-
sions of either PP34 (ExoU+; n = 50) or PP34AexoU (n = 50) strains. Data for mock-infected flies,
pricked with PBS (uninfected; n = 10), are also shown. Statistical differences were determined

using the Log-Rank test. ***: p <0.001.
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Supplementary Fig. 4. Partial colocalization of DNAJC5 (wild type or mutants) with
Lamp2.

Immunostaining to reveal colocalization of DNAJCS5 (green) and Lamp2 (red) in DNAJC5"
" cells complemented with DNAJC5-FLAG or a mutated form of DNAJC5, as indicated.
Bars indicate where the intensity profiles for both labels were measured. Intensity profiles
are shown on the right.



_ DNAJCS DNAJC5H43Q DNAJC5S10AS34A

DNAJC5L115R DNAJCSALﬂG . 2 DNAJC5AJdomain

DNAJC5-Flag

Supplementary Fig. 5. Expression and localization of DNAJC5 mutants. DNAJC5 and
derivatives, fused to a FLAG tag, were expressed in DNAJC5™ cells. Cells were fixed and
labelled with an anti-FLAG antibody. One z-section image is shown for each cell line.
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Supplementary Fig. 6: Model of ExoU trafficking in host cells. Upon delivery into the host cytoplasm
by the T3SS, the toxin uses an endocytic pathway to reach the perinuclear region, as suggested by
ExoU/EEA1 colabeling. Then, ExoU binds to the late endosome’s limiting membrane (decorated by
Lamp2 and DNAIJC5), thanks to the interaction of ExoU with an as yet unidentified specific receptor at
the vesicle’s surface. ExoU remains at the external side of the vesicle’s membrane and coopts the
DNAJC5-dependent MAPS pathway to achieve anterograde transport toward the cellular periphery
(where vesicles loose Lamp2), and eventually the plasma membrane (PM). Fusion of vesicles with the
PM brings ExoU close to PM’s inner leaflet, where its membrane localization domain binds to PI(4,5)P2.
PI(4,5)P2 binding triggers conformational changes in ExoU, leading to toxin oligomerization and

activation of its phospholipase activity, which eventually induces PM rupture.



Supplementary Table 1: Strains and plasmids

Names Relevant characteristics Reference/Source
E. coli strains
One Shot™ TOP10 F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen,
Chemically ®80/acZAM15 A lacX74 recAl araD139 C404003
Competent E. coli A( araleu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1 nupG
NEB® 5-alpha fhuA2 AlargF-lacZ)U169 phoA ginV44 NEB, C2987H
Competent E. coli (High @80 A(laczZ)M15 gyrA96 recAl relAl
Efficiency) endA1 thi-1 hsdR17
Lucigen Endura recA13 supE44 ara-14 galk2 lacY1 proA2 Biosearch
electrocompetent cells rpsL20(StrR) xyl-5 A— leu mtl-1 F— mcrB Technologies,
mrr hsdS20(rB—, mB-) 60242
Quick Change XL1-Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 Agilent, 200519-
Supercompetent cells supE44 relAl lac [F proAB laclqgZAM15 4
Tn10]
StbI3™ Chemically F-mcrB mrrhsdS20(rB-, mB- Invitrogen,
Competent E. coli ) recA13 supE44 ara- C737303
14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(StrR) xyl-5
A-leumtl-1
P. aeruginosa strains
PA14 Contains exoU 2
PP34 Contains exoU 3
IHMA879472 T3SS and contains ExIB-ExIA two-partner 4
system
PP34AexoU ExoU- This study
PP34AexoU::exoU-bla PP34AexoU strain expressing ExoU>142A- This study
Bla toxin
CHAAexoSexoT ExoS and ExoT 5
CHAAexoSexoT ::exoU’'*  ExoS and ExoT and ExoU* catalytically 6
2A(CHA-exoUs1424) inactivated; CbR
CHAAexoT ExoS and ExoT and ExoS* 5
Bacterial vectors
plAexoS-bla Contains exoS gene downstream of the 7
B-lactamase gene ; CbR
plAexoUs14?A-pla plAexoS-bla plasmid where exoS gene is This study

excised and replaced by exoUs14?A; CbR

pUCPExoUs#?AspcU

Contains exoU gene which is catalytically
inactivated and spcU gene ; Cb®




pUC57-DNAJC5-FLAG Contains DNAJC5 gene with N-terminal This study
FLAG-tag; AmpR
pUC57-DNAJC5°104-534A_ Contains FLAG-tagged DNAJC5 gene This study
FLAG mutated on phosphorylation sites ;
AmpR
pUC57-DNAJC5M43Q-FIAG  Contains FLAG-tagged DNAJC5 gene This study
mutated on the Hsc70/Hsp70 binding
site; AmpR
pUC57-DNAJC5115R- Contains FLAG-tagged DNAJC5 gene This study
FLAG with L115R mutation in the cysteine-
string domain ; AmpR®
pUC57-DNAJC5A116. Contains FLAG-tagged DNAJC5 gene This study
FLAG with the deletion of L116 in the cysteine-
string domain ; Amp®
pUC57-DNAJC54/domain_ Contains FLAG-tagged DNAJC5 gene This study

FLAG

with the deletion of the J-domain ; AmpX®

Mammalian vectors

psPAX2

Lentiviral packaging plasmid

Addgene, 12260

pMD2.G

VSV-G envelope expressing plasmid

pLentiCRISPRv2

Lentiviral vector containing Cas9
nuclease gene, Puro®

Addgene, 12259

pLVX-IRES-neo Lentiviral vector for bicistronic Clonetech,
expression of a gene together with a 632181
neomycin-resistance marker

pLentiCRISPRv2-gRNA- pLentiCRISPRv2 with the gRNA targeting This study

DNAJC5 DNAJC5 gene; Puro’

pLVX-DNAJC5-FLAG pLVX-IRES-neo vector which contains This study
FLAG-tagged DNAJC5 gene; Neo®

PLVX-DNAJC5510A-534A. pLVX-IRES-neo vector which contains This study

FLAG FLAG-tagged DNAJC5 gene mutated on
phosphorylation sites; Neof

PLVX-DNAJC5"*3Q-FIAG ~ pLVX-IRES-neo vector which contains This study
FLAG-tagged DNAJC5 gene mutated on
Hsc70/Hsp70 binding site; NeoR

PLVX-DNAJC5'1°R-FIAG ~ pLVX-IRES-neo vector which contains This study
FLAG-tagged DNAJCS5 gene with L115R
mutation in the cysteine-string domain;
NeoR

pLVX-DNAJC5%1116-FIAG ~ pLVX-IRES-neo vector which contains This study

FLAG-tagged DNAJC5 gene with the
deletion of L116 in the cysteine-string
domain; NeoR




pLVX-DNAJC54/domain. pLVX-IRES-neo vector which contains This study

FLAG FLAG-tagged DNAJCS gene with the
deletion of the J-domain; NeoR
DNAJC5-GFP Mammalian expression plasmid for 8

DNAJCS with N-terminal GFP tag

Supplementary Table 2: Oligonucleotides for PCR amplification

Names Primers (5' - 3’)
ExoU-Gm_Fw GTCCGGCTCCGGAGTCAC
ExoU-Gm_Rev GCTGCAGCATTTCGCGCG
ExoU-BamHI CCGGATCCCAAGGCGCTTGATCAGTGG
ExoU-Xbal GGTCTAGATGTGAACTCCTTATTCCGCCAAG
DNAJC5-Fw GGAGTGCTGGGATGACAGG
DNAIJC5-Rev CAGTCCCTGGGATCTACGG

Supplementary Table 3: List of primers used to amplify and sequence the gRNA-containing
cassettes of each sample after the ExoU screen
Names Primers (5' - 3’)*

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGCACACTCTTTCCC
TACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTGGAAAGGACGAAACACCG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTCCGGAGTGACTGGAGTTCAGA
CGTGTGCTCTTCCGATCTACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTGGAAAGGACGAAACACCG
ExoU-infected- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGAATGTGACTGGAGTTCAGA
1 Rev CGTGTGCTCTTCCGATCTACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTGGAAAGGACGAAACACCG
ExoU-infected- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGAATTCGTGACTGGAGTTCAGA
2_Rev CGTGTGCTCTTCCGATCTACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTGGAAAGGACGAAACACCG

ExoU-infected- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTTCAGGTGACTGGAGTTCAGA

3 Rev CGTGTGCTCTTCCGATCTACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC

*Red sequences denote i5 or i7 index. Blue sequences denote annealing sequence on TKOv3
vector

Uninfected_Fw

Uninfected_Rev

ExoU-infected-1_Fw

ExoU-infected-2_Fw

ExoU-infected-3_Fw

Supplementary Table 4: Oligonucleotides to knock-out the DNAJC5 gene
Names Primers (5' - 3)*

gRNA-DNAJC5_Fw  CACCGGAGGCCGCAGAAGACAAACA

gRNA-DNAJC5_Rev AAACTGTTTGTCTTCTGCGGCCTCC

* Bold letters represent overhangs for cloning in BsmBI-digested plentiCRISPRv2

Supplementary Table 5: Synthetic DNAJC5-FLAG gene sequence and its derivatives
Names Sequence (5' - 3’)*




GCAGACCAGAGACAGCGCTCAC
TGTCTACCTCTGGGGAGTCATTGTACCACGTCCTTGGGTTGGACAAGAA
CGCAACCTCAGATGACATTAAAAAGTCCTATCGGAAGCTTGCCTTGAAAT
ATCACCCCGACAAGAACCCCGACAACCCGGAGGCCGCGGACAAGTTTAA
GGAGATCAACAACGCGCACGCCATCCTCACGGACGCCACAAAAAGGAA
CATCTACGACAAGTACGGCTCGCTGGGTCTCTACGTGGCCGAGCAGTTT
GGGGAAGAGAACGTGAACACCTACTTCGTGCTGTCCAGCTGGTGGGCC
AAGGCTCTGTTCGTGTTTTGCGGCCTCCTCACGTGCTGCTACTGCTGCTG
CTGTCTGTGCTGCTGCTTCAACTGCTGCTGCGGGAAGTGTAAGCCCAAG
GCGCCTGAAGGCGAGGAGACGGAGTTCTACGTGTCCCCCGAGGATCTG
GAGGCACAGCTGCAGTCTGACGAGAGGGAGGCCACAGACACGCCGATC
GTCATACAGCCGGCATCCGCCACCGAGACCACCCAGCTCACAGCCGACT
CCCACCCCAGCTACCACACTGACGGGTTCAACTAA

DNAJC5-FLAG

GCAGACCAGAGACAGCGCTCAC
TGGCTACCTCTGGGGAGTCATTGTACCACGTCCTTGGGTTGGACAAGAA
CGCAACCTCAGATGACATTAAAAAGGCCTATCGGAAGCTTGCCTTGAAA
TATCACCCCGACAAGAACCCCGACAACCCGGAGGCCGCGGACAAGTTTA
AGGAGATCAACAACGCGCACGCCATCCTCACGGACGCCACAAAAAGGA

DNAJC5-FLAGS104- ACATCTACGACAAGTACGGCTCGCTGGGTCTCTACGTGGCCGAGCAGTT

344 TGGGGAAGAGAACGTGAACACCTACTTCGTGCTGTCCAGCTGGTGGGC
CAAGGCTCTGTTCGTGTTTTGCGGCCTCCTCACGTGCTGCTACTGCTGCT
GCTGTCTGTGCTGCTGCTTCAACTGCTGCTGCGGGAAGTGTAAGCCCAA
GGCGCCTGAAGGCGAGGAGACGGAGTTCTACGTGTCCCCCGAGGATCT
GGAGGCACAGCTGCAGTCTGACGAGAGGGAGGCCACAGACACGCCGAT
CGTCATACAGCCGGCATCCGCCACCGAGACCACCCAGCTCACAGCCGAC
TCCCACCCCAGCTACCACACTGACGGGTTCAACTAA

GCAGACCAGAGACAGCGCTCAC
TGTCTACCTCTGGGGAGTCATTGTACCACGTCCTTGGGTTGGACAAGAA
CGCAACCTCAGATGACATTAAAAAGTCCTATCGGAAGCTTGCCTTGAAAT
ATCAGCCCGACAAGAACCCCGACAACCCGGAGGCCGCGGACAAGTTTA
AGGAGATCAACAACGCGCACGCCATCCTCACGGACGCCACAAAAAGGA
ACATCTACGACAAGTACGGCTCGCTGGGTCTCTACGTGGCCGAGCAGTT
TGGGGAAGAGAACGTGAACACCTACTTCGTGCTGTCCAGCTGGTGGGC
CAAGGCTCTGTTCGTGTTTTGCGGCCTCCTCACGTGCTGCTACTGCTGCT
GCTGTCTGTGCTGCTGCTTCAACTGCTGCTGCGGGAAGTGTAAGCCCAA
GGCGCCTGAAGGCGAGGAGACGGAGTTCTACGTGTCCCCCGAGGATCT
GGAGGCACAGCTGCAGTCTGACGAGAGGGAGGCCACAGACACGCCGAT
CGTCATACAGCCGGCATCCGCCACCGAGACCACCCAGCTCACAGCCGAC
TCCCACCCCAGCTACCACACTGACGGGTTCAACTAA

DNAJC5-FLAGH#3Q

* Bold letters represent the mutations to prevent the Cas9 endonuclease from cleaving the
gene. Red letters represent the S10A, S34A and H43Q mutations. Green letters are EcoRI
and BamHI restriction sites. Yellow letters denote the 3X-FLAG sequence.

Supplementary Table 6: Oligonucleotides for site-directed mutagenesis



Names Primers (5' - 3)*
DNAJC5 L115R _F CTGTTCGTGTTTTGCGGCCGCCTCACGTGCTGCTACTGC
DNAJC5_L115R_R GCAGTAGCAGCACGTGAGGCGGCCGCAAAACACGAACAG
DNAJC5_AL116_F CTGTTCGTGTTTTGCGGCCTCACGTGCTGCTACTGCTGCTGC
DNAJC5_AL116_R GCAGCAGCAGTAGCAGCACGTGAGGCCGCAAAACACGAACAG
DNAJC5_AJdomain_ CCAGAGACAGCGCTCACTGTCTACCGGTCTCTACGTGGCCGAGCAGTTTG
F G
DNAJC5_AJdomain_ CCAAACTGCTCGGCCACGTAGAGACCGGTAGACAGTGAGCGCTGTCTCT
R GG
* Red letters represent the mutated or inserted nucleotides
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C- Résultats compléementaires

Dans cet article, nous décrivons un nouveau partenaire eucaryote essentiel pour ’activité
cytotoxique d’ExoU. Etant donné que DNAJC5 et ExoU sont co-localisées dans les cellules

infectées, nous avons recherché si les deux protéines interagissaient physiquement.
1- Interaction entre ExoU et DNAJC5

Pour mettre en évidence une association physique entre les deux protéines, des expériences de
biochimie ont été réalisées : co-immunoprécipitation de DNAJCS et d’ExoU dans les cellules
infectées, visualisation par la technique HTRF (« Homogeneous Time Resolved Technology »)
et deux méthodes pour mettre en évidence I’interaction des protéines recombinantes purifiées.
Enfin, les structures tridimensionnelles d’ExoU et du domaine J de DNAJC5 étant connues,
une modélisation de l’interaction a été réalisée et certains acides aminés de DNAJCS,
potentiellement impliqués dans I’interaction, ont ét¢é mutés pour évaluer leur role dans la

toxicité d’ExoU.
i- Co-immunoprécipitation entre les deux protéines

Pour ces expériences, un tag différent a été ajouté sur les deux protéines afin de pouvoir réaliser
la co-immunoprécipitation dans les deux sens, par ’utilisation d’anticorps anti-tag. Comme
décrit dans le Matériels et Méthodes de la publication, le géne dnajC5 a été synthétisé avec un
tag FLAG en N-terminal puis transfecté dans les cellules DNAJC5™. Pour ExoU (non-montré
dans la publication), un tag HA a été ajouté en amont du gene dans le plasmide pUCP-
exoUS#2A-spcU, puis les bactéries CHAAST, ont été transformées avec ce plasmide (Matériels
& Méthodes — Chapitre 1A). La Figure 27 révéle que d’une part la protéine ExoUS1*A-HA
est bien synthétisée par les bactéries et que d’autre part, cette protéine est bien sécrétée par le
SST3.
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Figure 27 : Sécrétion d'ExoU-HA par le mutant CHAAST contenant le plasmide pUCP-
exoUSMA-HA. DsbA est utilisé comme controle négatif car la protéine n’est pas sécrétée par
le SST3

Dans les expériences de co-immunoprécipitation, les cellules déficientes ou complémentées
avec DNAJC5-FLAG, ont été infectées pendant quatre heures avec la souche sécrétant la toxine
ExoUS™A-HA, puis lysées. Les lysats ont été mis en contact avec des billes magnétiques
préalablement couplées avec un anticorps anti-FLAG ou anti-HA afin que la protéine
correspondante soit immunoprécipitée (Matériels & Méthodes — Chapitre 1C). Apres les
lavages, la protéine a été éluée a 1’aide d’un tampon non réducteur, puis les surnageants ont été
analysés par western-blot avec les anticorps correspondants (Figure 28). Dans les deux cas,

I’immunoprécipitation d’ExoU ou de DNAJCS ne permet pas de co-immunoprécipiter 1’autre

protéine.
A B
- ExoU - + - 4 Exou
- DNAJIC5 — — 4 4+ DNAicCs
100- ExoU-HA* 0 100- ExoU-HA*
= ExoU-HA 3| s ExoU-HA
- L
. .
i ; DNAJC5-FLAG &| 37~ n DNAJC5-FLAG
100- - | ExoU-HA* 100- -.— M| ExoU-HA*
*é 75— - W | ExoU-HA ::_3_ 75— [— ExoU-HA
C C
37- |n DNAJC5-FLAG 37— © W% DNAIC5-FLAG

Figure 28 : Co-immunoprécipitation d’ExoU et de DNAJCS. A. Immunoprécipitation avec
I’anticorps anti-HA des cellules déficientes en DNAJCS (-) ou complémentées (+). Les cellules
sont infectées avec CHAAST (-) ou la souche CHAAST :: pUCP-exoUS*?A-HA (+) a MOI=15
pendant 4 heures. B. Test similaire mais immunoprécipitation avec 1’anticorps anti-FLAG. *
représente la forme ubiquitinylée d’ExoU
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Il est a noter que pour I’immunoprécipitation avec 1’anticorps anti-HA (Figure 28A), c’est
principalement la forme ubiquitinylée d’ExoU qui est capturée par I’anticorps, alors que cette
forme est minoritaire dans les lysats (input). Cela peut s’expliquer par le fait que la liaison a
I’ubiquitine favorise une structure de la toxine qui devient alors plus facilement accessible par

I’anticorps, contrairement a sa forme native.

Dans I’éventualité ou I’interaction entre DNAJCS et ExoU serait précoce et transitoire, et donc
non observable aprés 4 heures d’infection, de nouvelles expériences de co-immunopreécipitation
ont été réalisées avec des temps d’infection plus précoces (Figure 29). Cependant, comme
précédemment, aucune association physique entre ces deux protéines n’a pu étre révélée, apres

immunoprécipitation avec 1’anticorps anti-FLAG, entre 2h et 3h30 post-infection.

2h 2h30 3h 3h30

++ ++ ++ + + Exou
-4+ -4+ - 4+ - 4+ DNals

© 100 — ExoU-HA*

5 e ExoU-HA

[T

&l are d i q ' DNAJC5-FLAG
100— R— o | [ we | ExOU-HAX*

'§- 75 — [ — | | ——— — | | — — ExoU-HA

cC

= - -‘ - w4 | DNAIC5-FLAG

Figure 29 : Co-immunoprécipitation d’ExoU-HA par DNAJC5-FLAG apres différents temps
d'infection. Les cellules déficientes en DNAJC5 (-) ou complémentées (+) ont été infectées
avec la souche CHAAST :: pUCP-exoUS*?A-HA (+) a MOI=15 pendant les temps indiqués. *
représente la forme ubiquitinylée d’ExoU

ii- Visualisation par la technique HTRF

Dans ce procedé, des anticorps reconnaissant les deux protéines, sont couplées a des
fluorophores distincts. Si les deux protéines interagissent ensemble et sont donc proches, alors
I’excitation du fluorophore donneur porté par I’anticorps 1, permet un transfert d'énergie par
résonance de fluorescence vers le fluorophore accepteur, porté par I’anticorps 2. A son tour,
celui-ci émet une fluorescence a une longueur d’onde spécifique qui peut étre mesurée.
L’intensité du signal émis est proportionnelle au nombre de complexes formés. Ce procédé est

trés sensible pour détecter des interactions protéine-protéine. Comme ExoU et DNAJC5 sont
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déja fusionnées avec un tag spécifique, respectivement HA et FLAG, ’HTRF a été réalisée en
utilisant des anticorps couplés a un fluorophore, qui reconnaissent ces peptides (Figure 30A).
Pour cette expérience, les cellules déficientes ou complémentées avec DNAJC5-FLAG ont été
infectées par la souche CHAAST exprimant la toxine ExoUS“?A-HA pendant 4 heures puis
lysées et analysée par HTRF a ’aide d’un spectrofluorimétre, en collaboration avec Agnés
Journet de 1’équipe Gene & Chem (Matériels & Méthodes — Chapitre 1H). Les résultats sont

présentés sur la Figure 30B.

Les résultats confirment qu’aprés 4 heures d’infection, DNAJC5 et ExoU ne sont pas
géographiquement proches et n’interagissent donc pas ensemble (Figure 30). Il serait
néanmoins important d’utiliser des lysats cellulaires provenant de différents temps d’infection,
comme pour la Figure 29, pour confirmer que méme dans des temps d’infection précoces, les

deux molécules sont dissociées.

A B

B couonascs” B chuvpisesessyspe

ExoU+DNAJC5-/- :: DNAJC5 . CHMP1B+USP8
Excitation Emission

%*)\exc(nm) Aemi(nm) 150 -

Q Transfert d'energie 100
= [’

\ . ) 2 50

Anti-FLAG-M2
cryptate

1:2 1

-50 Dilution des échantillons

Figure 30 : Détection d’une interaction entre DNAJCS et ExoU par HTRF. A. Illustration
schématique du principe du test HTRF avec les protéines d’intérét. B. Résultat du test HTRF.
Détection de la fluorescence émise par le fluorophore accepteur (HA-d2) apres excitation du
fluorophore donneur (FLAG-M2 cryptate), en fonction de la quantité de lysat. ExoU et
CHMP1B sont marquées HA tandis que DNAJC5 et USP8 sont marquées FLAG. Les protéines
CHMP1B et USP8 servent de contrbles positifs puisque leur interaction a déja été démontree.

L’inconvénient de la co-immunoprécipitation et de ’HTRF est qu’ils nécessitent 1’utilisation
de détergent (Triton X-100) dans le tampon de lyse, afin de solubiliser les protéines
membranaires, comme DNAJCS5, qui possédent un domaine hydrophobe. Méme si ce réactif
n’altére généralement pas la structure des protéines, il est probable que la liaison de DNAJCS5
avec les membranes vésiculaires favorise une certaine conformation de la protéine qui pourrait

étre essentielle a son interaction avec ExoU. Dans cette hypothese, 1’utilisation de détergent
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rendrait donc impossible la formation de ce complexe.
ii- Docking possible entre DNAJC5nter et ExoU

Pour étudier I’interaction de DNAJCS5 et ExoU dans des conditions plus « physiologiques »,
nous avons examiné la structure de DNAJCS afin d’identifier des résidus qui pourraient étre
impliqués dans la liaison avec ExoU, dont la structure tridimensionnelle est également connue
(Gendrin et al., 2012). Cependant seule la structure de la partie N-terminale de la chaperonne
(résidus 1 a 100) a été publiée (Patel et al., 2016). Nous nous sommes donc focalisés sur ce

domaine.

Vivana Job a identifié in silico que, grace a sa forme en téte d’épingle, la partie N-terminale de
DNAJCS5 (notée DNAJC5nter) pouvait s’emboiter dans une cavité d’ExoU, différente de celle
ou se fixe SpcU. (Figure 31). Cette insertion favoriserait alors le rapprochement entre certains
acides aminés chargés négativement de DNAJC5ner, Situés latéralement et a la pointe de la
protéine, avec des résidus basiques d’ExoU possédant une charge opposée. Pour Vérifier cette
hypothese, deux séries de mutations ont été introduites dans le gene DNAJC5, modifiant la
charge de ces résidus. Ces mutations sont dénommées Mutl et Mut2 et correspondent
respectivement aux substitutions Asp-48-Ala et Asp-52-Ala pour Mutl et Glu-55-Ala, Asp-58-
Ala et Glu-62-Ala pour Mut2. Les cellules DNAJC5' ont ensuite été transfectées avec les
plasmides comportant ces mutations avant d’étre infectées par la souche PA14, une souche
ExoU*.
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Figure 31 : Mod¢le d’interaction directe entre ExoU et DNAJC5ner. A. Représentation de
surface de la toxine ExoU sans sa chaperonne (haut) et de la protéine DNAJCSneer (bas). B.
Docking possible entre ExoU et DNAJC5nter. Les couleurs sur les graphiques représentent les
charges de surface de la structure 3D des protéines : Bleu = positive et rouge = négative

Les cellules comportant ces versions mutées de DNAJC5, présentent une sensibilité identique
a I’action d’ExoU, voire sont plus sensibles, comparées aux cellules complémentées avec la

version native de la protéine. Par conséquent, s’il y a une interaction directe entre les deux

protéines, celle-ci est indépendante de ces résidus (Figure 32).
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Figure 32 : Evaluation du modéle de docking entre ExoU et DNAJC5 A. Infection des cellules
a MOI = 20 avec la souche PA14 (ExoU"). B. Infection similaire avec la souche PP34 (ExoU")
a MOI = 2. Mut-1 représente les mutations sur les deux résidus situés a la pointe de DNAJC5,
Asp-48 et Asp-52, mutés en alanine. Mut-2 représente les mutations des trois residus latéraux
(Glu-55, Asp-58 et Glu-62) en alanine.

Iv- Gel filtration et « pull-down » avec DNAJC5 et ExoU

Dans une dernicre tentative pour mettre en évidence I’interaction entre ExoU et DNAJCS, nous
avons réalisé des tests d’interaction sur protéines purifiées. Viviana Job a ainsi produit et purifié
les deux protéines avec un tag différent pour permettre leur purification (Figure 33).
Cependant, le domaine riche en cystéines de DNAJCS cause 1’agrégation de la protéine, ce qui
empéche sa production et sa purification sous forme monomérique (Swayne et al., 2003). Nous
avons donc fait le choix de produire deux versions tronquées de DNAJCS, 1’'une comprenant la
partie N-terminale (résidus 1 a 100) et I’autre comprenant la partie C-terminale (résidus 137 a
198), comme cela a déja été fait auparavant (Swayne et al., 2003; Patel et al., 2016). Ces deux
versions excluent donc le domaine riche en cystéines, noté « Cys-string » (Matériels &
Meéthodes — Chapitre 1D).
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Figure 33 : Représentation schématique des protéines purifiées avec leur tag. La protéine
DNAJCS native de 34 kDa est également schématisée avec ses différents domaines.

Dans un premier temps, les protéines ont été produites separément chez E. coli BL21 (DE3)
pour 6His-ExoU (notée par la suite 6His-ExoU) et chez E. coli BL21 (DE3) RIL pour 6His-
DNAJC5nter et GST-DNAJC5cter. Puis la protéine 6His-ExoU a été incubée sur la nuit avec la
protéine 6His-DNAJC5nter ou avec la protéine GST-DNAJC5cter & un rapport molaire de 1 :1
ou 1:10, avant que les mélanges soient injectés dans une colonne de filtration sur gel. Les
protéines seules ont également été injectées dans la colonne comme contrdles. La Figure 34
révéle ainsi qu’ExoU purifiée ne forme pas de complexe, ni avec la partie N-terminale de
DNAJCS5, ni avec la partie C-terminale. Chacune des protéines est en effet éluée a un temps de

rétention correspondant a sa taille.
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Figure 34 : Profils de filtration sur gel pour les interactions ExoU et DNAJCS5. A. Les protéines
purifiées ont été incubées sur la nuit a 4 ° C avec un rapport molaire de 1: 1 pour 6His-ExoU:
GST-DNAJC5cter et 1:10 pour 6His-ExoU: 6His- DNAJC5nter avant injection sur une colonne
Superdex 200. Les protéines seules ont été injectées comme controles. B. Les fractions
d'élution pour chaque condition ont été analysées par SDS-PAGE et colorées avec du bleu de
Coomassie. Des protéines standard ont été utilisées pour I'étalonnage de la colonne et sont
marquées sous forme de triangles, de gauche a droite : BlueDextran (correspondant au volume
de vide), 158 kDa, 76 kDa, 29 kDa et 13,7 kDa

Dans un second temps, les protéines ont été lysées ensemble avant d’étre injectées dans une
colonne liant spécifiqguement un des marqueurs. Pour cela, les cultures de bactéries exprimant
chacune des protéines ont été induites séparemment puis mélangées. Les mélanges, comprenant
soit les trois protéines (mélange 1), soit les protéines Strep-ExoU et GST-DNAJC5cter (Mélange
2), soit uniquement les protéines Strep-ExoU et 6His-DNAJC5nter (Mélange 3), ont ensuite été
lysés puis clarifiés, avant d’étre injectés dans une colonne His-trap ou Strep-trap. La Figure 35
révéle que, quelle que soit la protéine d’intérét lie a la matrice, les autres protéines cibles ne
sont pas retenues par la colonne et sont ¢luées lors de 1’injection de la solution, voire lors des

lavages. Cela semble indiquer que ces protéines ne forment pas de complexe.
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Figure 35 : Pull-down avec les protéines recombinantes ExoU, DNAJC5nter et DNAJCScter. A.
Trois melanges différents de protéines sont injectés dans une colonne strep-trap. B. Le mélange
ExoU et DNAJC5ntr est injecté dans une colonne His-trap ou en combinaison avec
DNAJC5ctr. Mélange 1 : Strep-ExoU + 6His-DNAJC5nter + GST-DNAJC5cter, Mélange 2 =
Strep-ExoU + GST-DNAJC5bcter, Mélange 3 = Strep-ExoU + 6His-DNAJC5Snter, Inp = input,
FT = flowthrough, W = lavage, E = élution

L’interaction entre ces protéines nécessitent peut-étre leur synthese simultanée dans la méme
bactérie. Ainsi la production séparée de chacune des protéines recombinantes dissimulerait leur
I’interaction. Pour ce faire, nous avons co-exprimés ces protéines dans un méme modele
bactérien. 6His-ExoU et GST-DNAJC5cter ont donc été co-exprimées chez E.coli puis le lysat
bactérien a été purifié sur une matrice retenant les protéines fusionnées avec un tag GST. La
Figure 36 déemontre que la toxine 6His-ExoU n’est pas retenue par la protéine GST-
DNAJCbcter, sur une colonne GST, puisque la toxine est retrouvée dans le « flowthrough » avec

le lysat bactérien apres I’injection et dans le premier lavage.

GST-tag pull-down

Inp FT W1 W2 E1 E2 E3 Ladder
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Figure 36 : Pull-down d'ExoU et de DNAJC5cter co-exprimées chez E.coli BL21 (DE3). Inp =
input, FT = flowthrough, W = lavage, E = élution. = élution.
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Pour étre active chez E. coli, ExoU requiere la co-expression de la toxine et de I’ubiquitine,
protéine qui n’est pas présente chez les bactéries (Anderson et al., 2011). Il serait donc
intéressant de réitérer cette expérience en co-exprimant les protéines d’intérét chez les levures

ou dans les cellules, deux modé¢les qui expriment naturellement 1’ubiquitine.

Néanmoins, aucune association physique entre DNAJCS5 et ExoU n’a pu étre révélée a travers

ces techniques et dans les conditions observees.
2- Implication du domaine Cter d’ExoU dans I’interaction avec les vésicules

Dans cette étude, nous avons recherché si le domaine C-terminal d’ExoU, responsable de
I’interaction avec la membrane plasmique, pouvait également étre impliqué dans I’interaction
avec les vésicules DNAJC5®. Deux études précédentes avaient déja montré que la mutation du
domaine MLD d’ExoU provoquait sa localisation cytosolique et avait un impact sur la toxicité
d’ExoU dans les cellules HeLa (Stirling et al., 2006; Gendrin et al., 2012). Nous confirmons
dans les cellules A549, que la délétion des résidus 680 a 684 d’ExoU, délocalise la toxine de la
membrane plasmique des cellules mais également, qu’ExoU ainsi muté, n’est plus associée aux
vésicules DNAJC5" (Figure 37). Ces résidus, en plus de favoriser I’interaction avec le PIP2
(Introduction - Chapitre 3B3), semblent donc étre également essentiels pour la localisation

appropriée de la toxine sur les vésicules DNAJC5®.

DNAJCS Exolj2680-684 Merge

DNAJC5/ExoU

Figure 37 : Co-localisation de DNAJCS5 (vert) et d’ExoU”%80%8 (rouge). Les cellules A549
complémentées avec DNAJC5-FLAG ont été infectées pendant 4 heures avec la souche
CHAAST_EXOUSl42A-A680-684 -A680-684

Le fait que le domaine d’ExoU impliqué dans sa localisation vesiculaire soit le MLD, suggére
fortement que le récepteur de la toxine a la surface des vésicules est de nature lipidique. Il est
peu probable que le PIP2 soit le récepteur vésiculaire d’ExoU, car ce phospholipide est

principalement situé sur la face cytoplasmique de la membrane plasmique. En revanche,
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plusieurs publications suggérent que la toxine peut interagir avec d’autres lipides, en particulier
le P14P (Phosphatidylinositol-4-phosphate), qui est un autre phosphoinositides, précurseur du
PIP2 (Tyson and Hauser, 2013; Tyson et al., 2015; Zhang et al., 2017). Contrairement au PIP2,
le PI4P se localise sur la surface cytoplasmique du réseau trans-Golgi ainsi que sur les
endosomes (Dickson et al., 2014; Henmi et al., 2016; Wallroth and Haucke, 2018). Une des
particularités des phosphoinositides est de diriger le trafic vésiculaire pour faciliter le
recrutement d'effecteurs vers des compartiments spécifiques. ExoU pourrait donc avoir évoluée
pour subvertir les propriétés intrinséques de certains phosphoinositides et ainsi utiliser un

systeme de localisation et de guidage eucaryote fondamental.
3- Role de DNAJCS dans I'ubiquitinylation d’ExoU

Une publication sur C. elegans, suggere que 1’orthologue de DNAJCS pourrait jouer un role
dans le mécanisme d’ubiquitinylation des protéines (McCue et al., 2015). La toxine ExoU étant
ubiquitinylée au cours de son sejour dans les cellules, il serait intéressant de vérifier si DNAJC5
est important pour ce processus (Stirling et al., 2006).

Dans notre publication, nous démontrons qu’ExoU est toujours retrouvée sous sa forme
ubiquitinylée, avec ou sans la présence de DNAJCS. En effet, le fractionnement post-infection
des cellules déficientes ou complémentées, aboutit a des taux similaires d’ExoU-Ub dans les
fractions membranaires (Figure 3A de la publication, bandes a 100 kDa). De plus, I’infection
des cellules complémentées, avec une souche exprimant la forme inactive d’ExoU (ExoUS4?A)
et comportant la mutation K178R, rendant impossible 1’ubiquitinylation covalente de la toxine,

montre qu’il y a toujours une co-localisation avec DNAJC5 (Figure 38).
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K178R Merge
DNAJCS ExoU DNAJC5/ExoU
Haut ' ' : ‘
Y
Bas

Figure 38 : Co-localisation de DNAJCS5 (vert) et d’ExoUXY"®R (rouge). Les cellules A549
complémentées avec DNAJC5-FLAG ont été infectées pendant 4 heures avec la souche
CHAAST-ExoUS142A-KIT8R  Trojs  sections z, obtenues par microscopie confocale,
représentatives du haut, milieu et bas de la cellule, sont représentées. Les fleches montrent la
co-localisation des deux marqueurs au niveau de vésicules mais également au niveau de la
membrane plasmique

Ainsi ces résultats démontrent que DNAJCS ne participe pas au processus d’ubiquitinylation

tardif d’ExoU.
4- Conclusion

Un crible génétique portant sur plus de 18 000 genes humains, a identifié une nouvelle protéine
eucaryote essentielle pour déclencher la toxicite d’ExoU dans les cellules cibles. Nous avons
démontré que dans les cellules déficientes en DNAJCS, ExoU était totalement inefficace pour
induire la lyse cellulaire. De plus, I’inhibition de la protéine dans un modele in vivo, Drosophila
melanogaster, confére une résistance a l'infection aigué induite par la toxine. Nous avons
également montré qu’au cours de I’infection, qu’ExoU se localisait sur des vésicules péri-
nucléaires et a la membrane plasmique, zones co-marquées avec DNAJCS. Enfin, des mutations
spécifiques sur le gene DNAJCS5, inhibant la capacité de la protéine a migrer vers la membrane

plasmique, bloquent également la localisation membranaire de la toxine et sa toxicité. Ainsi,
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nous avons démontré qu'une fois administrée dans le cytoplasme de la cellule hote, ExoU utilise
des vésicules marquées avec DNAJCS pour étre transportée vers la membrane plasmique, un

processus strictement requis pour I’induction de la nécrose cellulaire par la toxine.

Comme il n’est pas inhabituel que des toxines bactériennes interagissent avec des chaperonnes
eucaryotes pour devenir actives, il était donc primordial de savoir si ces deux protéines,
DNAJCS et ExoU, interagissaient ensemble. En effet, il a été demontré que Hsc70 et Hsp90,
deux chaperonnes eucaryotes jouant un role essentiel dans le repliement
tridimensionnel des protéines, interagissaient sequentiellement avec la toxine cholérique pour
exporter sa sous-unité Al du réticulum endoplasmique vers le cytosol, ainsi que pour favoriser
le repliement de la toxine sous sa forme active (Burress et al., 2019). De méme, ces deux
chaperonnes interagissent aussi avec d’autres entérotoxines binaires, telles la toxine C2 de
Clostridium botulinum, la toxine iota de C.perfringens et la toxine CDT de C. difficile, pour
transporter et activer leur sous unité toxique, piégé dans des compartiments cellulaires (Haug
et al., 2003; Kellner et al., 2019; Ernst et al., 2017).

Cependant, malgreé tous nos efforts, aucune association physique entre DNAJCS et ExoU n’a
pu étre révélée. Les différentes approches de mise en évidence d’interactions protéiques ont
indiqué que les deux protéines ne formaient pas de complexe dans les conditions utilisées.

Il est donc probable qu’ExoU se lie aux vésicules DNAJC5™, sans pour autant interagir avec
cette derniére. En effet, dans les cellules déficientes, ExoU est toujours présente sur des
vésicules, indiquant que la liaison d’ExoU avec les vésicules serait indépendante de la protéine.
En revanche il est probable qu’un lipide spécifique de ces vésicules, structurellement proche du

PIP2, comme le PI4P, serve de récepteur.

En conclusion, DNAJC5 semble exclusivement utile pour le transport d’ExoU vers la
membrane plasmique, un processus nécessaire pour 1’activation de la toxine. La co-chaperonne
n’est cependant pas essentielle pour ’activité phospholipase d’ExoU et n’intervient, ni dans
I’interaction de la toxine avec les vésicules de transport, ni dans I’interaction tardif d’ExoU

avec ’ubiquitine.
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Chapitre

Identification du recepteur cellulaire
d’ExIA

A-Introduction

Les ¢études menées au sein du laboratoire ont révélé que I’ensemble des types cellulaires testés
(cellules épithéliales, endothéliales et immunitaires) était sensible a la nouvelle toxine EXIA,
découverte chez des souches de P. aeruginosa ne possedant pas le SST3. Cette cytotoxicité
était proportionnelle a la quantité d’ExIA sécrétée par les souches (Reboud et al., 2016; Basso
et al., 2017a). La pore-forming toxine (PFT) induit effectivement la formation de pores a la
surface des cellules, d’environ 1,6 nm de diamétre, responsables de la mort par nécrose des
modeles observés (Basso et al., 2017a).

Pour induire la formation de pores sur la membrane des cellules, les PFT ont généralement
besoin d’un récepteur eucaryote spécifique, qui provoque alors 1’oligomérisation des toxines
(Dal Peraro and van der Goot, 2016). Ce récepteur peut étre de nature protéique ou lipidique.
Afin d’identifier un tel récepteur pour ExIA dans les cellules épithéliales et de comprendre ainsi
plus clairement son mécanisme de formation du pore, j’ai utilisé la méme approche génétique

que pour le criblage des partenaires d’ExoU.

Un crible de méme nature avait déja été mené par Pauline Basso sur les macrophages RAW,
pour identifier le récepteur cellulaire d’ExIA (Basso, 2017). Pour s’affranchir des autres
facteurs de virulence de P. aeruginosa, les macrophages avaient été infectées par une souche
d’E.coli non toxique, transformée avec un plasmide codant pour les protéines ExIB et ExIA,
dénommé E.coli-ExIBA. Cependant, bien que cette étude ait permis de mettre en lumiere la
cascade de signalisation activée par ExIA et aboutissant a la mort des macrophages par
pyroptose, aucun récepteur n’a pu étre identifié. En revanche, cette étude avait souligné

I’importance de la composition lipidique pour I’infection des macrophages. En effet, un micro
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ARN, le mir-714, jouant un réle dans la régulation des enzymes impliquées dans la biosynthése
et le métabolisme des sphingolipides et des glycérophospholipides, avait été identifié comme
cible potentiel (données non publiées). De plus une autre étude a démontré qu’apres infection,
la toxine EXIA est principalement localisée sur les radeaux lipidiques, zones de la membrane

plasmique riches en sphingolipides (Bertrand et al., 2020).

Ces études laissent donc supposer qu’un lipide, localisé dans les micro-domaines rigides de la

membrane, pourrait étre le récepteur d’ExIA

B- Identification des ARNg surreprésentés suite a des infections

avec une souche ExIA*

Les cellules A549 mutées avec la librairie d’ARNg, précédemment utilisées pour le criblage
avec ExoU, ont subi quatre infections successives avec la bactérie E.coli-ExIBA, utilisée par
Pauline Basso pour son étude sur les macrophages (Matériels & Méthodes — Chapitre 2A)
(Basso, 2017). Les ARNg ont ensuite été séquencés comme précédemment. Trois réplicats
indépendants ont été réalisés. La Figure 39A montre clairement qu’il y a un enrichissement de
certains ARNg dans les échantillons infectés, par rapport a I'échantillon non infecté. L’analyse
statistique a révélé un enrichissement significatif pour certains ARNg ciblant, au total, 94 génes
(Figure 39B).
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Figure 39: Criblage des cellules A549 mutées par les ARNg avec E.coli-ExXIBA. A.
Représentation du nombre de « reads » par ARNg pour chaque échantillon. B. Analyse des
données de séquencage. Analyse statistique des ARNg amplifiés dans les conditions infectées
par rapport a la condition non-infectée, selon la méthode DESeq2. Le graphique représente la
classification des genes ciblés par ces ARNg selon leur Fold change et leur p-value. Le seuil de
significativité est de 5%

ExIA étant une toxine formant des pores sur la membrane plasmique des cellules cibles, nous

nous sommes donc focalisés sur les génes eucaryotes codant pour des molécules localisées sur

la membrane plasmique. Ces molécules pouvant étre des protéines membranaires, des protéines

impliquées dans la synthese de sucres décorant les récepteurs membranaires ou des protéines

impliquées dans la synthese de lipides spécifiques. Avec ces critéres, 12 génes ont retenu notre

attention, notamment les six génes identifiés sur la Figure 39B (Tableau 3).
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Tableau 3: Liste des génes identifiés par le crible avec ExIA et codant pour des protéines
localisées au niveau de la membrane plasmique

Gene Nom Localisation de la protéine
SLC8AL Solute carrier family 8 member Al Protéine transmembranaire
S1PR4 Sphingosine-1-phosphate receptor 4 Protéine transmembranaire
GPC1 Glypican 1 Protéine de surface
Low-density lipoprotein receptor-related . ]
LRP12 ) Protéine transmembranaire
protein 12
S Enzyme intracellulaire et
Sphingomyelin phosphodiesterase 3 membranaire
ESYT1 Extended synaptotagmin 1 Protéine membranaire
HTR3C 5-hydroxytryptamine receptor 3C Protéine transmembranaire
HTR4 5-hydroxytryptamine receptor 4 Protéine transmembranaire
OR2AG1 Olfactory Receptor 2AG1 Protéine transmembranaire
OR2B2 Olfactory receptor family 2 subfamily B protgine transmembranaire
member 2
Signal peptide, CUB domain and EGF like Protéine membranaire et
SCUBE1 _ o )
domain containing 1 extracellulaire
) _ ) Protéine intracellulaire et
WLS Whnt Ligand Secretion Mediator

membranaire

La toxine ExIA étant retrouvée dans les radeaux lipidiques des cellules infectées, les genes
SMPD3 et ESYT1, nous ont paru particulierement pertinents puisqu’ils codent pour des

protéines impliquées dans le métabolisme des sphingolipides
C-Mutation des génes codant pour les récepteurs potentiels d’ExIA

Pour confirmer I’implication de ces protéines dans 1’activation d’ExIA, les génes
correspondants ont été mutés séparément dans les cellules épithéliales A549 a I’aide d’ARNg
spécifiques (Matériels & Méthodes — Chapitre 2D). Dans un premier temps, pour chacun des
six premiers genes identifiés, trois ARNg, ciblant des exons différents du méme géne, ont été
rassemblés et transfectés dans une méme population cellulaire. Ces populations ont ensuite été
infectées par les bactéries E.coli-ExIBA et IHMA, toutes deux sécrétant la toxine ExIA, et la

nécrose a été suivie par la technique d’incorporation d’iodure de propidium. Malheureusement,
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aucune population n’a présenté un phénotype de résistance face a ExIA, comparé aux cellules
sauvages (Figure 40). De méme, les cellules mutées par un seul ARNg spécifique, ciblant un
des six derniers genes du Tableau 3, n’a pas permis d’identifier une sous-population résistante
a ExIA.
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Figure 40 : Test de cytotoxicité avec la toxine EXIA sur les cellules mutées. A. Une population
polyclonale de cellules, mutée pour chacun des genes étudiés a 1’aide d’une combinaison de 3
ARNg, a été infectée a une MOI de 15 avec la souche E.coli-ExIBA. Les cellules A549 natives
et les cellules transfectées avec un vecteur vide, servent de contrdles. La nécrose a été évaluée
par incorporation d'iodure de propidium (IP), et I’intensité de I’IP a été divisé a chaque temps
par I’intensité du Syto24, afin de normaliser les courbes par le nombre de cellules totales. B.
Test de cytotoxicité similaire au A, mais les cellules ont été infectées avec la souche IHMA a
une MOI de 10. Les résultats sont représentés comme le pourcentage moyen de cellules
nécrotiques (+/- ET). IP = iodure de propidium

D-Conclusion

La toxine ExIA étant retrouvée dans plusieurs pathogénes et étant actives chez différents hotes,
il apparait nécessaire de trouver un moyen pour contrer ses effets néfastes, d’autant plus que
certaines souches ExIA™ ont provoquées des infections fatales chez I’homme (Elsen et al.,
2014). L’un d’eux serait d’identifier le récepteur d’ExIA sur les cellules pour développer, par
la suite, une stratégie thérapeutique visant a empécher la liaison de la toxine avec son récepteur.
Un criblage avec des cellules epithéliales sur plus de 18 000 génes, n’a malheureusement pas
permis d’identifier un récepteur spécifique pour la toxine.

Cependant, cette étude de cytotoxicité a été réalisée sur des cellules dont un seul géne a été
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muté. 1l est possible, qu’EXIA se lie a différents récepteurs et I’inactivation d’un seul ne suffit
donc pas a bloquer I’activité de la toxine. Par exemple la toxine anthrax de Bacillus anthracis
peut cibler deux récepteurs différents a la surface des cellules, dénommés ANTXR1 et
ANTXR2 et produire cependant les mémes effets cellulaires : inhiber la signalisation et la
migration cellulaire (Van Der Goot and Young, 2009). Ainsi, par la suite, il serait intéressant
de mixer les ARNg de plusieurs génes, afin de perturber la synthése de différentes protéines

dans une méme cellule.
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Chapitre

Développement d’un test ELISA pour
la détection d’EXIA

A-Introduction

La toxicité des souches ExIA™ est directement liée au niveau de sécrétion de la toxine ExIA, qui
peut étre tres variable selon les souches. Or cette toxine est difficilement détectable dans les
milicux d’infection, car trés instable. Pour pallier a cet inconvénient, nous avons cherché a
mettre en place un test ELISA sensible, permettant de mesurer la quantité d’ExIA dans des
surnageants de culture bactérienne, dans des milieux d’infection cellulaire, dans des organismes
infectés (souris, drosophile, ...), ou dans des fluides biologiques (expectorats, lavages broncho-

alvéolaires, ...) de patients infectés par ces souches.

Les avantages d’un test ELISA (« Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay ») sont nombreux,
comparés a d’autres types de test qui pourraient étre utilisés pour détecter la présence d’ExIA,
comme [’isolation de bactéries sur des milieux sélectifs suivi de I’analyse des caracteres
biochimiques et toxiques. Le test ELISA est un test rapide, facile & mettre en ceuvre et présente,

en général, une forte sensibilité.

Dans ce type de test, les anticorps sont essentiels et constituent la base de la spécificité et de la
sensibilité. Parmi les différents types de test ELISA, celui sous forme de sandwich est le plus
spécifique pour un antigéne donné. Cependant, il requicre 1’utilisation de deux anticorps
produits chez des hotes difféerents avec de préférence, au moins un des deux anticorps qui soit
un anticorps monoclonal.

Notre laboratoire possédait déja trois anticorps polyclonaux contre ExIA. Ces anticorps,
provenant de sérums de lapin, reconnaissent des domaines différents de la toxine et ont déja eté

utilisés pour révéler la présence de la toxine sur des immunoblots (Figure 41). En particulier,
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I’anticorps Nter reconnait la partie N-terminale de la toxine, 1’anticorps Cter la partie C-
terminale, tandis que 1’anticorps Tripeptides reconnait trois épitopes différents d’Ex]IA nommés
P4, P5 et P3, du nom des peptides utilisés pour I’immunisation.

Pour mettre en place un tel systeme, nous avons donc cherché a produire des anticorps
monoclonaux chez la souris contre la toxine. La production de ces anticorps chez les souris a
été réalisée par I’entreprise BIOTEM et a permis d’isoler quatre hybridomes produisant des
anticorps monoclonaux, dont les épitopes ont été identifiés sur la séquence protéique d’ExIA a

I’aide de fragments de la toxine produits par Antoine Maillard (Figure 41).

5H6 7G10 4D6
Monoclonaux 347 843 946 993 1224 1465
7F3
L 843 946
i Nter Cter
Polycl
olyclonaux i P_4394—408 P_51060-1075 P_3 ]Tripeptides
ExIA 7] [
L Il A |
TPS shaft PFD

Figure 41 : Cartographie des anticorps sur la séquence EXIA.

B- Présentation du test ELISA en sandwich

Dans ce test, un anticorps de capture, de préférence I’anticorps polyclonal, est adsorbé sur une
plaque prévue pour le test ELISA (Figure 42). La solution contenant 1’antigéne, ici ExIA, est
alors ajoutée et I’anticorps de capture fixe 1’antigéne en se liant a un épitope. Un deuxiéme
anticorps, I’anticorps de détection, est alors ajouté. Cet anticorps doit reconnaftre un épitope de
I’antigéne différent de celui reconnu par ’anticorps de capture. Généralement, I’anticorps de
détection est un anticorps monoclonal permettant de rendre la détection spécifique. Enfin, un
anticorps secondaire, reconnaissant la partie Fc de I’anticorps de détection est ajouté. Cet
anticorps, conjugué a une enzyme, la peroxydase de raifort (HRP), permet la production d’un
signal en réagissant avec un substrat, qui peut étre détecté et quantifié par spectrophotométrie.

L’intensité du signal est proportionnelle au nombre d’antigénes fixés
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Figure 42 : Principe du test ELISA

C- Expériences préliminaires avec les anticorps polyclonaux

Pour rechercher I’anticorps polyclonal le mieux adapté a ce test ELISA, les anticorps

polyclonaux ont été utilisés dans un test ELISA direct. Dans ce test, I’antigéne est adsorbé sur

la plaque et les anticorps polyclonaux sont utilisés a différentes concentrations comme anticorps

de détection pour révéler la présence de I’antigéne (Matériels & Méthodes-Chapitre 3A).

L’antigene utilisé est le surnageant de culture de bactérie BL21 induites pour sécreéter la toxine.

La Figure 43A indique que les trois anticorps détectent bien la présence de la toxine. De plus,

des expériences complémentaires ont démontré que ces anticorps n’interagissaient pas avec des

lysats de bactéries BL21, indiquant que le signal correspond spécifiquement a la détection

d’ExIA.
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Figure 43 : Test ELISA direct contre EXIA purifiée avec les anticorps polyclonaux
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Pour aller plus loin, I’anticorps Tripeptides a été utilis¢é dans un deuxiéme test avec des
concentrations decroissantes en ExIA (Figure 43B). L’analyse montre que 1’anticorps détecte
I’antigéne de fagon concentration-dépendante. Ainsi, les anticorps polyclonaux peuvent étre
utilisés dans le test ELISA en sandwich. Comme 1’anticorps Tripeptides reconnait trois épitopes
différents sur ExIA, a la fois dans les parties N- et C-terminale, cet anticorps a été choisi pour
le test ELISA.

Cependant, les tests ELISA en sandwich ont révélé une cross-réaction entre cet anticorps
polyclonal et I’anticorps monoclonal de souris sélectionné, le SH6. Pour éviter que ce signal
interfére avec celui produit par la présence d’ExIA, 1’anticorps Tripeptides a été remplacé par
I’anticorps Nter, plus sensible pour détecter ExIA dans un test ELISA en sandwich avec
I’anticorps 5H6, que I’anticorps Cter. Le sérum contenant 1’anticorps Nter a également été
purifié sur une colonne de protéines A, afin d’augmenter la concentration en anticorps et

d’éliminer la plupart des contaminants non IgG.

Le test ELISA en sandwich qui en résulte, avec une dilution au 1 :4000 de I’anticorps Nter
purifié et une concentration de 2,5 pg.mL™ de I’anticorps SH6, a permis de détecter la toxine
ExIA jusqu’a une concentration de 10 ng.mL™.

Une fois les conditions d’utilisation des différents anticorps définies, il était nécessaire de
vérifier si ces conditions permettaient de détecter la toxine sécrétée dans des milieux de culture

ou dans des fluides biologiques.
D- Test ELISA avec des échantillons in vitro

Pour ce test, le surnageant de bactérie sécrétant ou non ExIA a été dosé. Quatre souches ont été
utilisées : BL21-ExIA et CLJ1 exprimant EXIA et les souches BL21 et PAO1 comme témoins
négatifs. ExIA a été détectée dans le surnageant de la souche BL21-ExIBA, mais pas dans le
surnageant de la souche CLJ1. Les deux conditions négatives ne présentant aucun signal.
(Figure 44). Cette différence de signal entre les deux conditions positives peut provenir d’un
manque de sensibilité du test. En effet, les souches « PA7-like » comme CLJ1, sont connues
pour sécréter peu d’Ex]A dans le surnageant et leur culture nécessite une précipitation a 1’acide
trichloroacétique pour concentrer la toxine, tandis que la souche BL21-EXIA a été spécialement
congue pour sécréter de grandes quantités de toxine. Une autre hypothese est que des protéases,

sécretees par CLJ1 et pas par BL21-EXIA, puissent dégrader ExIA et perturber le dosage.
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Figure 44 : Dosage ELISA d'EXIA dans les surnageants de cultures bactériennes. Pour CLJ1 et
PAO1, les surnageants proviennent de cultures en phase exponentielle ou en phase stationnaire

E- Test ELISA avec des échantillons in vivo

Nous ne disposons pas d’expectorat de patient infecté par une souche ExIA*. Par conséquent,
deux types d’échantillons in vivo ont été testés : des échantillons provenant de lavages broncho-
alvéolaires (BAL) de souris infectées par une souche ExIA™ (CLJ1) et des expectorations de
patients infectés par des souches non ExIA™ dans lesquelles la toxine EXIA est ajoutée a

différentes concentrations (Matériels & Méthodes - Chapitre 3B).

La Figure 45 montre qu’aucune absorbance n’est détectée pour les BAL de souris non infectées
(conditions PBS), alors que certaines souris infectées avec la souche PAQL, qui ne sécrete pas
ExIA, affichent un signal similaire, voire supérieur a celui détecté chez des souris infectées avec
des souches exprimant ExIA. Le signal observé est donc indépendant de la présence de la toxine
et peut représenter un bruit de fond important. Ainsi, il semble que ce test ELISA ne permette

pas de détecter ExIA dans les BAL de souris infectées par une souche exprimant la toxine.
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Figure 45 : ELISA d'ExIA dans les lavages broncho-alvéolaires (BAL) murins. Chaque barre
représente le BAL d'une souris

De méme I’ajout d’Ex1A dans les expectorations de patients (numérotés de 1 a 6, Matériels &
Méthodes — Chapitre 3C), ne donne pas de signal, contrairement a la condition sans

expectoration ou la toxine est présente a la méme concentration (Figure 46).
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Figure 46 : Dosage ELISA dans les expectorations de patients. A. Visualisation du test ELISA
aprés ajout d’ExIA dans les expectorations (numérotés de 1 a 6) et révélation. B. Courbe
d’absorbance correspondant a détection d’ExIA ajoutée manuellement dans les expectorations

de patients infectés (numérotés de 1 a 6)

Ces résultats semblent indiquer la présence de proteases dans ces echantillons in vivo, qui
dégradent ExIA et empéchent ainsi sa détection par les anticorps. Pour vérifier cette hypothese,

il serait donc intéressant de prélever ces échantillons dans un milieu avec des anti-protéases.
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F- Conclusion

Pour conclure, un test ELISA a été mis au point en utilisant un couple d’anticorps polyclonal
et monoclonal. L’anticorps de capture étant 1’anticorps polyclonal N-terminal purifié et utilisé
a la dilution de 1 :4000 et I’anticorps de détection étant 1I’anticorps monoclonal de BIOTEM
5H6, utilisé & 2,5 pg.mL™L. Ces anticorps, ont permis de détecter la toxine dans des conditions
in vitro mais pas dans le surnageant de culture d’un isolat clinique exprimant ExIA (CLJ1). De
méme ExIA n’est pas détectée dans des BAL de souris infectées et dans des expectorations de
patients ou la toxine est ajoutée extemporanément. Méme si la présence de protéases dans ces
échantillons peut expliquer 1’absence de signal, ce phénoméne peut également s’expliquer par
la faible sensibilité du test. En effet, la toxine est détectée a des concentrations de 58,14 pM, ce
qui est encore trop élevé comparé a des tests ELISA en sandwich sur des échantillons
biologique qui peuvent détecter 1’antigene cible a des concentrations de 0,1 pM voire entre 0.02
et 0,6 pM pour certains kits commerciaux (Dhahir et al., 1992). Il est donc nécessaire de
continuer a travailler sur 1’optimisation des conditions, afin de diminuer la limite de détection

du test ELISA pour détecter ExIA.
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A-Le role joué¢ par DNAJCS dans le mécanisme d’activation

d’ExoU

DNAIJC5 (CSPa) est une co-chaperone exprimée de facon ubiquitaire dans la plupart des
cellules, chez les vertébrés (homme, souris, poisson) comme chez les invertébrés (mouche des
fruits et nématodes). Un orthologue de la protéine a en effet été identifié chez ces modéles

invertébres, avec les mémes caractéristiques fonctionnelles (Gundersen, 2020).

Dans notre étude, nous avons identifié cette protéine comme un nouveau cofacteur d’ExoU,
essentiel pour son activation compléte. La délétion du géne DNAJC5 empéche en effet la
nécrose des cellules par ExoU et la complémentation restore son activité cytotoxique. Or cette
protéine est largement décrite comme faisant partie d'un systetme de trafic vésiculaire,
notamment a travers la voie de sécrétion non conventionnelle appelée MAPS. Nos recherches
ont demontré la co-localisation de DNAJCS et d’ExoU au niveau des endosomes tardifs, situés
dans la région péri-nucléaire et supposent que, contrairement a ce qui est décrit pour les
effecteurs naturels de la voie de sécrétion MAPS, ExoU n’est pas transférée dans la lumiére de
I’endosome, mais reste a I’extérieure. La fusion de la vésicule avec la membrane plasmique
favoriserait donc la fixation d’ExoU sur cette membrane. Ainsi, bien que le mécanisme d’action
d’ExoU dans la cellule ait été largement étudié, notre étude fournit une nouvelle piste pour
expliquer comment la toxine se localise a la membrane plasmique, une fois injectée dans le
cytosol. Dans le modéle proposé, la toxine utilise le trafic vésiculaire, dirigé par DNAJCS5, pour
atteindre la membrane plasmique, avant d’induire la lyse des lipides membranaires. Utiliser
cette proteine comme cofacteur pour devenir active et toxique, témoigne qu’ExoU s’est adaptée
pour s’approprier un systéme de trafic touchant probablement 1’ensemble des eucaryotes. Ce
mécanisme rend la toxine particuliérement efficace. Ensemble, ces résultats démontrent une
nouvelle capacité des toxines bactériennes a subvertir les systémes de trafic membranaire

eucaryotes pour leur propre avantage.

Cependant, DNAJCS n’est pas le récepteur vésiculaire d’ExoU. Par la suite, les prochaines
expériences chercheront a déterminer ce récepteur, qui est probablement lipidique. Il faut, pour
cela, dans un premier temps, identifier les lipides qui composent les vésicules DNAJC5™, en
particulier les phosphoinositides structurellement proches du PIP2. En effet, le domaine MLD

d’ExoU, essentiel pour son interaction avec le PIP2 et sa localisation sur la membrane
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plasmique, semble également requis pour la localisation vésiculaire d’ExoU alors que ce lipide
n’est pas présent.

La construction PH-GFP, ou le domaine PH (« pleckstrin homology ») de la protéine PLCd1
est associé a la GFP, est couramment utilisée pour étudier la localisation subcellulaire du PIP2
(Stauffer et al., 1998; Tall et al., 2000; Golub and Caroni, 2005). Ainsi, des constructions
similaires, avec des domaines protéiques connus pour reconnaitre spécifiqguement les différents
phosphoinositides, pourraient étre utilisées pour étudier la colocalisation de ces lipides avec les
vésicules DNAJC5*. Plusieurs domaines ont déja été identifiés pour leur association spécifique
avec un phosphoinositide et certaines constructions ont été utilisées dans les cellules (Dowler
et al., 2000; Lemmon, 2003). Par exemple le domaine PH des protéines OSBP et FAPPL,
reconnait spécifiquement le PI4P dans des conditions in vitro et a déja servis a déterminer la
distribution du P14P dans les cellules COS-7, en combinaison avec la GFP (Godi et al., 2004;
Balla et al., 2005). Le domaine PH de la protéine PEPP, se lie quant a lui spécifiquement au
PI3P ainsi que le domaine FYVE (Gaullier et al., 1998; Vermeer et al., 2006; Kale et al., 2010).
Dans I’éventualité ou un domaine de liaison spécifique d’un phospholipide présenterait une
colocalisation avec DNAJCS, alors il faudrait, dans un deuxiéme temps, inactiver la synthéese
de ce lipide, puis vérifier si la colocalisation d’ExoU et DNAJC5 est bien perturbée au niveau
des vésicules DNAJC5". Cette inhibition pourrait étre réalisée via des composés chimiques ou
des siRNA et ARNg ciblant spécifiquement les régulateurs impliqués dans la biosynthése du
phospholipide identifié. Si malgré tout le récepteur est protéique, une immunoprécipitation
d’ExoU, suivie d’une analyse protéomique, pourrait étre envisagée a partir des cellules totales

ou de la fraction endosomale.

Au cours de ma thése, nous avons également utilisé des cellules endothéliales provenant de la
veine ombilicale humaine (HUVECS) pour confirmer le role de DNAJC5 dans ces cellules
primaires. Méme si nous avons obtenu des résultats préliminaires prometteurs, la courte
viabilité de ces cellules restreint I’étude a une population hétérogene pour I’inactivation du géne
et compromet ainsi une étude plus poussée sur un clone cellulaire déficient (données non
montrées). Il serait cependant intéressant d’utiliser des types cellulaires autres que les cellules
épithéliales, pour démontrer le réle primordial de DNAJC5 dans le mécanisme d’activation
d’ExoU. De méme, bien que I’inactivation de DNAJC5 soit létale chez les organismes d’étude,
il pourrait étre envisageable d’inactiver le gene uniquement dans les cellules du poumon de
certains organismes, puis d’infecter ces zones avec une souche ExoU" pour vérifier I’incapacité

de la souche a induire la nécrose de ces cellules. Enfin, au vu des nombreux homologues
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d’ExoU, nous pourrions tester certains d’entre-eux dans un test de cytotoxicité avec les cellules
déficientes en DNAJCS. Cela permettra de définir si la co-chaperonne est spécifique du

mécanisme d’action d’ExoU de P. aeruginosa.

B-Vers une meilleure compréhension du mécanisme d’action

d’ExIA

Depuis sa découverte, beaucoup de travaux ont été menés au laboratoire, pour caractériser le
mécanisme d’action d’ExIA. Contrairement & certaines autres PFT qui sont actives une fois
sécrétées et sous forme solubles, ExIA nécessite une certaine proximité entre les bactéries et les
cellules eucaryotes pour induire la formation de pores.

La formation de pore par ExIA reste cependant énigmatique. En particulier, le récepteur d’ExIA
permettant 1’oligomérisation de la toxine reste inconnu. Or, identifier ce récepteur permettrait
de développer des cibles thérapeutiques spécifiques pour inhiber 1’effet toxique d’ExIA observé
sur différents modeles (cellules, souris) (Reboud et al., 2016; Basso et al., 2017a; Bouillot et
al., 2017, 2020). Le travail de criblage d’une banque de cellule par ExIA, dont plus de 18 000
geénes ont été inactivés, n’a pas permis d’identifier un récepteur pour la toxine. Cependant,
plusieurs pistes ont souligné que la composition lipidique de la membrane plasmique pourrait
jouer un réle important. En effet, des genes codant pour des protéines impliquées dans le
métabolisme des sphingolipides ont été identifiés. De plus, au cours d’une ’infection, la toxine
est principalement retrouvée dans les radeaux lipidiques (Bertrand et al., 2020) et une étude
précédente a souligné I’importance d’un micro ARN spécifique de la biosynthése de certains
lipides, dans I’activité d’Ex]A sur des macrophages.

D’autre PFT sont connues pour utiliser les lipides de la membrane cellulaire afin de devenir
active. C’est notamment le cas de la toxine ShlA de Serratia marcescens, dont la région N-
terminale est importante pour la liaison lipidique, avec entre autres le
phosphatidyléthanolamine (Hertle, 2005). Méme si 1’exolysine ne partage que 35% d'identité
avec ShlA, il n’est pas exclu que son récepteur soit €galement lipidique et que I’interaction soit
dépendante du domaine N-terminal d’ExIA (Elsen et al., 2014). Le domaine C-terminal d’ExIA

étant responsable de la perte de I’intégrité membranaire (Bertrand et al., 2020).
Un récepteur lipidique pour ExIA pourrait notamment expliquer la diversité des hotes ciblés

par cette toxine. Cependant les expériences menées dans ce sens n’ont pas permis de prouver

que les lipides, en particulier les sphingolipides, serviraient de récepteur pour ExIA. Par la suite,
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il serait intéressant de combiner plusieurs mutations afin d’inactiver sélectivement certaines
voies de syntheése des lipides membranaires, puis de verifier si ces cellules sont effectivement

plus résistantes a ExIA que les cellules natives.
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Matériels & Méthodes — Chapitre 1

Chapitre
Interaction entre ExoU et DNAJC5

A-Construction de la souche exprimant la toxine ExoU-HA

Pour construire le plasmide pUCPexoUS*?A-HA-spcU, le site de restriction de I'enzyme Spel a
d'abord été inséré en aval du géne exoU dans le plasmide pUCPexoUS*?A-spcU par mutagenése
dirigée avec les oligonucléotides nommeés « ExoU_Spel », listés dans le Tableau 4. Ensuite,
pour insérer le gene codant pour le tag HA dans le plasmide nouvellement obtenu
pUCPexoUS#2A-Srel_gncU, deux oligonucléotides contenant la séquence HA avec une séquence
linker, le tout flanqué du site de restriction de Spel, ont été congus (Tableau 4). Ces deux
séquences ont été hybridées, phosphorylées puis insérées dans le plasmide, auparavant digéré
par Spel. Le plasmide résultant a été transformé dans des cellules compétentes TOP10 (#C4040-
03, Invitrogen). Apres extraction du plasmide (Monarch Plasmid Miniprep Kit, #T1010L), le
plasmide pUCPexoUS“A-HA-spcU a alors été transféré dans la souche de P. aeruginosa
CHAAST, dont les genes exoS et exoT sont mutés pour empécher la production de ces deux
toxines.

Tableau 4: Liste des oligonucléotides utilisés pour ajouter un tag HA au géne exoU

Nom Séquences (5°237) *

GGCGGAATAAGGAGTTCACTAGTTAAATGATTGATACATGGCT
GGC
GCCAGCCATGTATCAATCATTTAACTAGTGAACTCCTTATTCCG
cC

ExoU_Spel_ CTAGTGCTCCGCCGCCTCCGCCGCCGGCGCCGGCGAAGLCLGCC
Linker HA-F GCCTACCCGTACGATGTACCGGATTACGCATAGA

ExoU_Spel_ CTAGTCTATGCGTAATCCGGTACATCGTACGGGTAGGCGGCGGC
Linker HA-R TTCGCCGGCGCCGGCGGCGGAGGCGGCGGAGCCA

* Les séquences en gras indiguent le site de restriction Spel et les lettres soulignées, le codon
stop du gene exoU. Les lettres noires correspondent a la séquence du « Linker » ajoutée, tandis
que celle en rouges, representent la séquence du tag HA

ExoU_Spel-F

ExoU_Spel-R
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B- Sécrétome bactérien avec induction du SST3

La souche CHAAST, contenant le plasmide pUCPexoUS*?A-HA-spcU a d’abord été incubée
sur la nuit a 37°C dans 3 mL de LB contenant 300 mg.mL™ de carbénicilline, afin de permettre
uniquement la croissance des bactéries transformeées. Les bactéries ont ensuite été inoculées a
une DO de 0,2 dans un milieu de culture identique au précedent (SST3-) ou contenant en plus,
5 mM d’EGTA et 20 mM de MgCL> (SST3+). Ces composants permettent en effet de dépléter
le calcium du milieu et ainsi d’induire la sécrétion des effecteurs du SST3 de maniére
artificielle. Les cultures bactériennes sont ensuite incubées trois heures puis normalisées en
fonction de la DO, avant que les culots bactériens et les surnageants (seécrétomes) soient
récupérés en centrifugeant les cultures a 6 000 g pendant 15 min. Les culots bactériens sont
alors resuspendus dans 300 pL de LB puis le méme volume de culot et de sécrétome (16 uL)

est déposé sur gel et analysé par western-blot.
C- Co-immunoprécipitation

Pour chaque condition, 3.10° de cellules ont été ensemencées et cultivées pendant 48 heures
dans des boites de 10 cm, contenant du milieu DMEM supplémenté avec 10% de SVF. Le
milieu contenant les cellules DNAJC5” :: DNAJC5 a également été supplémenté avec 200
ug.mL? de néomycine. Ensuite, les cellules ont été lavées avec du PBS et les milieux,
remplacés par du DMEM. Les cellules ont alors été infectées par des bactéries a une MOI de
15 pendant 4 heures. Les cellules de chaque boite ont été lavées deux fois avec du PBS */* froid
et lysées dans 400 uL. de tampon de lyse contenant 1% de Triton X-100, 50 mM Tris-HCI pH
7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, un cocktail d'inhibiteur de protéase (# 04693159001, Roche)
et le vanadate et I'acide okadaique dilués respectivement a 1: 200 et 1: 1000. Les lysats ont été
éliminés des débris cellulaires en collectant les surnageants apres centrifugation a 18 000 g
pendant 10 min a 4°C. Avant d'effectuer une immunoprécipitation avec les lysats cellulaires
clarifiés, les billes magnétiques (#1003D, Invitrogen) ont éte équilibrées avec I’anticorps puis
lavées. En bref, 50 uL de billes par condition ont été incubées dans un tube Eppendorf de 1,5
mL, pendant 1h30, sur un agitateur rotatif, avec 5 pg d’anticorps anti-HA ou anti-FLAG. Ces
billes ont ensuite eté placées sur un portoir magnétique afin de retirer le surnageant. Les billes
coatées avec I’anticorps, ont alors été resuspendues et mixées par aspiration-refoulement avec
200 pL de tampon de lavage (PBS + 0,02 % de Tween20). Le surnageant a de nouveau été

éliminé en placant les billes sur le portoir magnétique.
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Les lysats cellulaires clarifiés ont ensuite été mélangés avec ces billes équilibrées et incubés
pendant 1h30 sur un agitateur rotatif, pour immunoprécipiter les protéines marquées FLAG
(DNAJC5) ou HA (ExoU). Comme précédemment les surnageants ont été retirés et les billes
ont eté lavées trois fois avec 200 pL de tampon de lavage. Apres les lavages, les billes sont
resuspendues avec 100 pL de tampon de lavage et transférées dans un nouveau tube. Pour
1’élution, le surnageant des billes a été ¢liminé et ces derniéres ont été resuspendues dans 20 pl
d'un tampon non réducteur (tampon Laemmli 2X). Les tubes ont ensuite été bouillis a 95°C
pendant 5 min. Les surnageants ont finalement été transférés dans des nouveaux tubes et ont
été bouillis de nouveau avec 1 pL de B-mercaptoéthanol (dilution finale 5%) avant séparation
par SDS-PAGE et visualisation des protéines par immunoblot.

D-Production des protéines recombinantes

E.coli BL21(DE3) a été transformée avec le plasmide pET15b-ExoU pour ajouter un tag 6His
en amont du gene ExoU, tandis que E.coli BL21(DE3)RIL a été transformée avec le plasmide
PET15b-DNAJC5Snter ou le plasmide pGEX-DNAJC5cter pour ajouter un tag 6His en amont du
géne DNAJC5Snter et un tag GST en amont du gene DNAJCbcter. Les bactéries ont été cultivées
dans 300 mL de milieu Luria-Bertani (LB) a 37°C, jusqu'a une DOsgo de 0,8, puis I'expression
des protéines a été induite par addition de 1 mM d'IPTG (isopropyl-D-thiogalactopyranoside)
dans les cultures pendant 21 heures a 25°C. Aprés centrifugation de chacune des cultures, les
culots bactériens ont été lysés a I’aide du Microfluidizer pendant 1h a 18 000 psi dans 30 mL
d’un tampon de lyse spécifique de chaque souche. Pour la souche exprimant la protéine 6His-
ExoU, ce tampon était composé de 25 mM de Tris-HCI (pH=8) et de 500 mM de NaCl. Pour la
protéine 6His-DNAJC5nter, le tampon de lyse était composé de 25 mM de NaPi (pH=8), 200
mM de NaCl et 10% de glycérol, tandis que pour la souche exprimant la protéine GST-
DNAJC5cter, le NaPi était remplacé par 25 mM d’HEPES (pH=7,5). Dans chaque cas, un
cocktail d’anti-protéases a été ajouté au tampon de lyse (#0653282001, Sigma). Les
échantillons ont ensuite été centrifugés a 30 000 g pendant 1 h 30 min, et le surnageant a été
chargé sur une colonne His-Trap de 5 ml (GE Healthcare) pour les protéine 6His-ExoU et 6His-
DNAJC5Hnter et sur une colonne GSTrap-HP de 5 ml (GE Healthcare) pour la protéine GST-
DNAJC5ctr. Au préalable, chacune des colonnes a été équilibrée dans avec le tampon de lyse
respectif. Pour la protéine 6His-ExoU I’¢lution a été réalisée en ajoutant 500 mM d’imidazol
dans le tampon de lyse, de méme pour la protéine 6His-DNAJC5nter, tandis que la protéine
GST-DNAJCS5cter a été éluee avec un tampon contenant 20 mM de glutathion et dans 50 mM
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de Tris-HCI (pH=8,0).
E- Chromatographie d’exclusion

Les protéines 6His-Exou, 6His-DNAJC5nter et GST-DNAJC5cter 0Nt été produites séparément
dans 500 mL de culture, comme décrit précédemment, puis apres induction, les bactéries ont
été lysées et purifiées sur des colonnes GST-Trap ou His-Trap de 5 ml. Les protéines ont ensuite
été purifiées par filtration sur gel, pour éliminer des aggrégats possibles, puis les protéines pures
ont été incubées a un rapport molaire 1: 1 ou 1 :10 sur la nuit & 4°C, avant d’étre injectées sur
une colonne Superdex 200 HR 10/30, préalablement équilibrée avec une solution contenant 25
mM HEPES (pH 7,5), 0,1 M de NaCl et 5% de glyceérol. Les protéines seules sont également
été réinjectees dans la colonne comme controles. Les fractions éluées ont été analysées par

SDS-PAGE et colorées avec du bleu de Coomassie.
F- Pull-down avec les protéines exprimeées séparément

Les bactéries E. coli BL21 (DE3) RIL contenant le plasmide codant pour la protéine 6His-
DNAJC5nter, Ont été cultivées dans 500 ml de milieu Luria-Bertani (LB) & 37°C, jusqu'a une
ODeoo comprise entre 0,5 a 0,8. La production de protéine a ensuite été induite en ajoutant 1
mM d’IPTG dans la suspension et en incubant les bactéries pendant 3 h a 37°C. En paralléle,
les bactéries E. coli BL21 (DE3) et E. coli BL21 (DE3) RIL (Chf®), contenant respectivement
les plasmides codant pour les protéines Strep-ExoU et GST-DNAJC5cter ont été cultivées de la
méme fagcon mais 1’induction s’est déroulée sur la nuit a une température de 18°C. Pour le pull-
down Strep-trap, 100 mL de chacune des cultures bactériennes ont été mélangés, centrifugés
puis lysés par sonication dans 30 mL d’un tampon de lyse contenant 100 mM de Tris-HCI (pH
8,0), 150 mM de NaCl, 1 mM d’EDTA (Tampon A) supplémenté avec 10 uL d’une solution
de DNasel a 10 mg.mL™ et d’un cocktail d'inhibiteur de protéases. La sonication des bactéries
a été réalisée par microfluidizer en effectuant 4 passages a 15 000 psi. Le mélange a ensuite été
centrifugé 1h a 30 000 g et chargé sur une colonne Strep-Trap de 1 ml (GE Healthcare), pré-
équilibrés dans le tampon A. Les complexes ont été élués avec le méme tampon contenant 2,.5
mM de desthiobiotin. Toutes les fractions ont été analysées par SDS-PAGE 15% avec 20 pL
d’échantillon par condition. Pour le pull-down His-Trap, la méme procédure a été appliquee,
excepté que les complexes ont été elués avec le tampon A supplémenté avec 10% de glycérol
et 500 mM d’imidazol.
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G-Pull-down avec les protéines co-exprimées

Pour cette expérience, les bactéries E. coli BL21 (DE3) ont éte transformées avec les plasmides
PET30A-Strep-ExoU et pGEX-DNAJCbcter codant respectivement pour les protéines Strep-
ExoU et GST-DNAJCbctr. Les bactéries transformées ont été cultivées sur une boite de LB
agar contenant 100 pug.mL™* d’ampicilline et 25 pg.mL™? de kanamycine. Une colonie a été
resuspendue dans 3 mL de LB liquide sur la nuit puis amplifiée dans 30 mL jusqu’a atteindre
une DOgoo comprise entre 0,6 et 0,7. La production des protéines a alors été induite en ajoutant
1 mM d’IPTG dans le milieu de culture sur la nuit a 18°C. Les culots bactériens ont été lysés
par sonication dans un tampon de lyse contenant 25 mM HEPES (pH 7,5), 200 mM de NaCl et
10% de glycérol. Apres clarification, ’extrait a été chargé sur une colonne GST-Trap de 1 mli
(GE Healthcare), pré-équilibré avec le tampon de lyse. L’¢lution a été faite avec le tampon B
composé de 50 mM de Tris-HCI et 20 mM de glutathion (pH final 7,5), puis les fractions ont
été analysées par SDS-PAGE.

H-Test HTRF pour quantifier I’interaction entre ExoU et DNAJC5

1- Préparation des contréles

L’interaction entre les protéines humaines USP8 et CHMP1B a déja été documentee et ces deux
protéines serviront de controles (Row et al., 2007; Crespo-Yafez et al., 2018). Pour réaliser ce
test, un tag HA a été ajouté a la protéine USPS, tandis qu’un tag FLAG a été ajouté a la protéine
CHMP1B. Le contr6le négatif utilisé est la protéine CHMP1B délétée des 3 hélices a situées
au niveau de son domaine C-terminal (noté CHMP1BA*95%) 'qui empéche alors son interaction
avec USP8. En réalité, cette protéine mutée est tres peu exprimée apres transfection et son
utilisation permet ici de mettre en évidence le bruit de fond généré par la technique HTRF.

Des cellules HEK293T sont ensemencées dans les puits d’une plaque 24 puits et sont ensuite
co-transfectées par des plasmides codant pour les protéines chiméres HA-CHMP1B (-WT ou -
Aadab5ab) et FLAG-USP8. Ces cellules sont lysées apres 48h de transfection avec 150 plL par
puits de tampon TBS froid, contenant 1% de Triton X-100 et des inhibiteurs de protéases. Le

lysat est enfin centrifugé a 1 500 rpm pendant 15 minutes a 4°C puis conservé a -80°C.
2- Préparation des échantillons testés

Les lysats de cellules déficientes en DNAJC5 ou complémentées avec le gene sauvage, ont été
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préparés de la méme facon que lors des tests de co-immunoprécipitation, aprés 4h d’infection
avec la souche CHAAST, contenant le plasmide pUCPexoUS**?A-HA-spcU. Pour obtenir une

concentration similaire a celle des échantillons controles, ces lysats ont été dilués au 1 :2.
3- Evaluation de I’interaction entre les protéines

Le test HTRF est réalisé en plaque 384 puits. Une gamme de dilution des échantillons a été
effectuée. Pour cela, chacun des échantillons (contréles négatifs compris) a été dilué entre 1 et
100 fois dans 10 pL de tampon de lyse. Puis, dans les puits correspondants, 10 uL d’une
solution contenant un mélange des anticorps donneur et accepteur, a été ajouté au volume de
10 pL contenant les échantillons. La solution d’anticorps a été préparée en tampon HTRF (50
mM HEPES (pH =7,5) ; 0,4 M KF ; 0,05% Tween20 ; 0,1% BSA), selon la notice Cisbio, avec
150 ng.mL? pour I’anticorps donneur, anticorps monoclonal de souris anti-FLAG-M2
conjugués au cryptate d'Europium, (#61FG2KLx, Cisbio Bioassays) et 1 pug.mL™* pour
I’anticorps accepteur, anticorps monoclonal de souris anti-HA conjugués au d2 (#610HADAX,
Cisbio Bioassays).

La plaque a été incubée pendant 5h a température ambiante avant d’étre analysée a 1’aide du
Tecan Infinite M1000 : excitation de I’anticorps donneur a 340 nm, puis aprés un délai de 60
us, lecture pendant 500 ps des émissions des anticorps donneur et accepteur, a 620 nm et 665
nm respectivement. Les résultats sont présentés comme étant le rapport entre I’intensité du
signal et celui du témoin négatif, calculé selon la formule : %AF = (([665/620]¢chantilion —
[665/620]cti negatif) / [665/620]cti negatit) X 100.
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Chapitre
Criblage avec la toxine ExIA

Les cellules A549-CRISPR utilisées pour réaliser ce crible sont les mémes que celles décrites

dans le manuscrit sur la toxine ExoU.
A-Infection des cellules A549-CRISPR avec ExIA

La souche E.coli-ExIBA a été cultivées dans du milieu Luria-Bertani (LB) a 37°C sous agitation
avec 10 ng.mL™ de tétracycline. Pour les tests d'infection, les cultures d'une nuit ont été diluées
a une densité optique (DOgoo) de 0,06 dans du milieu LB avec 10 ng.mL™ de tétracycline et
cultivées sous agitation. Lorsque ces cultures ont atteint une DOgoo de 0,6, de I’arabinose
(0,05%) a été ajoutée pour induire la synthése d’ExIA et les suspensions bactériennes ont été

incubées une heure supplémentaire, afin d’atteindre une DOegoo de 1.

Pour le criblage, trois boites de 15 cm contenant chacune 15.10° de cellules A549-CRISPR ont
été infectées avec la souche pré-induite d’E.coli-ExIBA, pendant 2h30 a une MOI de 5. Comme
lors de la culture bactérienne, 0,05% d’arabinose a été ajouté dans le milieu de culture des
boites. Pour stopper I'infection, les cellules survivantes (20 a 30% des cellules initiales) ont été
trypsinisées apreés lavage et réensemencées dans du DMEM supplémenté avec 10% de SVF et
20 pg.mL? de polymixine B. Les populations survivantes ont été amplifiées et évaluées
quotidiennement pour surveiller la récupération des cellules. Le lendemain de
I'ensemencement, les milieux de culture ont été changes et la polymixine B remplacée par un
mélange de Penicilline/Streptomycine (50 U.mL™ et 50 pg.mL? respectivement). Lorsque les
cellules survivantes ont atteint une confluence de 70 a 80%, elles ont été soumises a trois cycles
d’infection supplémentaires avec la souche pré-induite d’E.coli-ExIBA, permettant la répétition

de la procédure avec la méme couverture.
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B- Extraction, sequencage et analyse d'/ADN génomique

Apres quatre cycles d'infection, les populations survivantes ont été amplifiées pour obtenir
2.107 cellules, puis chaque population cellulaire a subi une extraction d’ADN génomique
(ADNg) avec le kit QlAamp DNA Blood Maxi, en suivant le protocole du fabricant. Une PCR
en une seule étape a alors été réalisée afin d’enrichir et d’amplifier les ARNg du génome de ces
populations cellulaires sélectionnées avec des adaptateurs Illumina TruSeq (indices i5 et i7).
De plus, un code-barre unique de deux index de 8 pb, requis pour le séquencage Illumina, a été
ajouté pendant la PCR, a chaque pool d'’ARNg amplifiés (voir Tableau 4). Les conditions de la
PCR sont les mémes que dans le manuscrit sur ExoU. Enfin, un séquencage haut débit a été
réalisé sur le pool d'amplicons & I'aide d'un appareil NextSeq 500 (Illumina) sur la plateforme
du CNRS d'Orsay (Institut de Biologie Intégrative de la Cellule). Les données brutes ont été
traitées et analysées a l'aide d'une plateforme d'analyse nommée CRISPR-AnalyzeR. Les p-
valeurs ajustées ont été analysées selon la méthode DESeq2, pour identifier les génes
surreprésentés ciblés par les ARNg, contenues dans les échantillons infectés par rapport & un
échantillon non-infecté. Il est a noter que 1’échantillon non-infecté est le méme que celui utilisé

dans le crible avec ExoU.

Tableau 5: Liste des oligonucléotides utilisés pour amplifier et séquencer les fragments
d’ADNg, contenant les séquences d'’ARNg, de chaque échantillon, aprés le criblage avec la
toxine ExIA

Noms Séquences (5°=2>3")*

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGC
ExIA-infecté-1_F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTG
GAAAGGACGAAACACCG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAATCTCGTGAC
ExlA-infecté-1 R TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACTTGCTAT
TTCTAGCTCTAAAAC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGC
ExIA-infecté-2_F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTG
GAAAGGACGAAACACCG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGAATGTGAC
ExIA-infecté-2 R TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACTTGCTATT
TCTAGCTCTAAAAC
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGC
ExIA-infecté-3_F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTG
GAAAGGACGAAACACCG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGAATTCGTGACT
ExIA-infecté-3_ R GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACTTGCTATTTC
TAGCTCTAAAAC
* Les séquences en gras indiquent I'index i5 (séquence forward) ou i7 (séquence reverse). Les
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séquences rouges indiquent la séquence d'hybridation sur le vecteur TKOv3
C- Inhibition des genes selectionnes
1- ARNg ciblant les genes identifiés

Tableau 6: Liste des ARNg utilisés pour inhiber les genes d'intérét identifiés par le crible avec
la toxine ExIA

Nom* Séquences (5°>3’)"
ARNg_SLC8A1 F CACCGGCAGCCACTGACCAGCAAAG
ARNg_SLC8A1 R AAACCTTTGCTGGTCAGTGGCTGCC
ARNg_SLC8Al1l 2 F CACCGGCTGTTAGTCCCAACCACAA
ARNg_SLC8A1 2 R AAACTTGTGGTTGGGACTAACAGCC
ARNg SLC8Al 3 F CACCGGTGCATCACGTAATCGAAAC
ARNg_SLC8A1 3 R AAACGTTTCGATTACGTGATGCACC
ARNg_S1PR4 F CACCGGAGCCGCGAAAGCTGTCCCT
ARNg_S1PR4 R AAACAGGGACAGCTTTCGCGGCTCC
ARNg_S1PR4 2 F CACCGCCACATGCGGTCGCGACGCT
ARNg_S1PR4 2 R AAACAGCGTCGCGACCGCATGTGGC
ARNg S1PR4 3 F CACCGGGTGATCTTCGCCGGCGTCC
ARNg S1PR4 3 R AAACGGACGCCGGCGAAGATCACCC
ARNg_LRP12 F CACCGAGCAACGCAGACCTCCACCG
ARNg_LRP12 R AAACCGGTGGAGGTCTGCGTTGCTC
ARNg_LRP12_2 F CACCGGCAATCAATTGTCCATACGA
ARNg_LRP12_2 R AAACTCGTATGGACAATTGATTGCC
ARNg_LRP12 3 F CACCGCTAGCGGTACGATCTCAGCT
ARNg_LRP12_ 3 R AAACAGCTGAGATCGTACCGCTAGC
ARNg_SMPD3_F CACCGGCGACTGATGGTGTCTTCGG
ARNg_SMPD3 R AAACCCGAAGACACCATCAGTCGCC
ARNg_SMDP3_ 2 F CACCGAGGACAGCGCCATCCGGTGT
ARNg_SMPD3_ 2 R AAACACACCGGATGGCGCTGTCCTC
ARNg SMPD3_3 F CACCGGCAGCATGTAGTCGATGCGC
ARNg_SMPD3_3 R AAACGCGCATCGACTACATGCTGCC
ARNg_ESytl F CACCGTCGGTTGGGCAACACGAGGA
ARNg_ESYT1 R AAACTCCTCGTGTTGCCCAACCGAC
ARNg_ESYT1 2 F CACCGGGGTTAGATCCCCTAACAGC
ARNg_ESYTL 2 R AAACGCTGTTAGGGGATCTAACCCC
ARNg_ESYT1 3 F CACCGGATCACGTCCATTCTGTCGA
ARNg_ESYT1 3 R AAACTCGACAGAATGGACGTGATCC

ARNg_GPC1_F CACCGCAAGAGCCGGAGCTGCGGCG
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ARNg_GPC1 R AAACCGCCGCAGCTCCGGCTCTTGC
ARNg_GPC1 2 F CACCGGCTGTACACGCAGAACGCGA
ARNg_GPC1 2 R AAACTCGCGTTCTGCGTGTACAGCC
ARNg_GPC1 3 F CACCGAGCACATTTCGGCAATAGTC
ARNg_GPC1 3 R AAACGACTATTGCCGAAATGTGCTC

*La séquence du premier ARNg de chaque gene provient de la banque TKOv3 tandis que la
séquence des autres ARNg a été déterminé en utilisant le site internet MIT CRISPR
(http://crispr.mit.edu:8079/)

ALes lettres en gras représentent les séquences nécessaires pour le clonage dans le plasmide
plentiCRISPRv2 digéré par BsmBlI

Tableau 7: Liste des six autres couple d’ARNg utilisés pour inhiber les génes d'intérét identifiés
par le crible avec la toxine ExIA

Nom Séquences (5°2>3°)*
ARNg_HTR3C_F CACCGAATGACTTGCTCCCTGCCAG
ARNg_HTR3C R AAACCTGGCAGGGAGCAAGTCATTC
ARNg_HTR4_F CACCGTCATAGACTACACTGTCCCT
ARNg HTR4 R AAACAGGGACAGTGTAGTCTATGAC
ARNg_OR2AG1_F CACCGCATGCACTATCCCTTCTGCA
ARNg_OR2AG1_R AAACTGCAGAAGGGATAGTGCATGC
ARNg_OR2B2_F CACCGACTAACAGAATGAACTCCTG
ARNg_OR2B2_R AAACCAGGAGTTCATTCTGTTAGTC
ARNg_SCUBE1_F CACCGACGAGTGCATCAACATCCCG
ARNg_SCUBEL R AAACCGGGATGTTGATGCACTCGTC
ARNg WLS F CACCGTGGCCCATGAAAGAGTACCA
ARNg WLS R AAACTGGTACTCTTTCATGGGCCAC

*La séquence des ARNg de chaque géne provient de la banque TKOv3. Les lettres en gras
représentent les sequences nécessaires pour le clonage dans le plasmide plentiCRISPRv2 digéré
par BsmBI

2- Préparation des particules lentivirales contenant les ARNg

Les paires d'oligonucléotides correspondant aux ARNg enrichis ciblant les génes sélectionnés
(Tableaux 6 et 7) ont été annelées et clonées dans le vecteur pLentiCRISPRv2 digéré par
BsmBI. Ensuite, comme décrit dans la publication (Résultats et Discussion — Chapitre 1B),
des particules lentivirales contenant les plasmides recombinants ont été créées en utilisant les
cellules HEK293T et les plasmides psPAX2 et pMD2.G. De méme, des lentivirus contenant le

vecteur pLentiCRISPRv2 sans ARNg ont été produits et appelés vecteur vide.
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D-Production de cellules déficientes pour les génes d’intérét

Dans un premier temps, les ARNg du Tableau 6, ciblant le méme géne ont été concentrés
ensemble en utilisant le Kit « Lenti-X Concentrator » (Clontech, #631231). La concentration est
obtenue en melangeant 2 mL des surnageants lentiviraux de chacun des ARNg avec 2 mL du
réactif de ce Kit. La solution est incubée sur la nuit a 4°C, avant d’étre centrifugée a 1 500 ¢
pendant 45 min a 4°C. Le culot obtenu est alors resuspendu avec 800 uL de DMEM
supplémenté avec 10% de SVF. Les cellules A549 sont alors été incubées, dans un second
temps, avec cette solution lentivirale. Pour chaque condition, 2,6.10° de cellules sont
ensemencées dans une boite de 10 cm avec du DMEM contenant 10% de SVF et 8 ug.mL™* de
polybrene. La solution lentivirale correspondant au mélange des ARNg est ajoutée et les
cellules sont incubées pendant 24 h. Les cellules transfectées sont ensuite sélectionnées en
remplacant le milieu de culture par du DMEM complet contenant 2 pg.mL* de puromycine. La

méme procédure a été appliquée pour inactiver chacun des génes du Tableau 7.
E- Test de cytotoxicité des cellules mutées

Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec 10% de SVF et incubées
a 37°C et 5% de CO2. Les cellules ont été ensemencées 48 h avant l'infection, dans une plaque
a 96 puits avec 1,5.10% de cellules par puits. Une heure avant ’infection, le Syto24 a été ajouté
au milieu a 0,5 uM pour marquer les noyaux cellulaires, puis le milieu a été retiré et remplacé
par du DMEM supplémenté avec 1 uM d’iodure de propidium (IP). Les cellules ont ensuite été
infectées avec des souches exprimant la toxine ExIA (ODsoo=1) aux MOI indiquées. La
cinétique d'incorporation de I’IP, représentatif de 1’état nécrotique des cellules, a été en suivit
en mesurant la fluorescence (excitation 544 nm / émission 590 nm) toutes les 15 min, avec le
Fluoroskan Ascent FL2.5 (Thermo Corporation), pendant 7h a 37°C. Pour prendre en compte
la population cellulaire totale et normaliser les données d'incorporation d’IP, chaque mesure

d’intensité a été divisée par I’intensité initiale du Syto24.
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Chapitre

Protocoles pour le test ELISA

A-ELISA direct avec les anticorps polyclonaux

Dans chaque puits d’une plaque 96 Nunc-MaxiSorp, 100 pL d’une solution de PBS contenant
6M d’urée et la toxine ExIA a 10 ou 1 pg.mL* ont été déposés. Cette plaque a été incubée sur
la nuit a 4°C. Aprés aspiration du milieu, trois lavages successifs avec 300 pL de tampon de
lavage (Tween20 dilué a 0,05% dans du PBS) par puit ont été réalisés. Ensuite une solution de
saturation (BSA 1%) a été ajouée a raison de 200 uL par puit et la plaquea été incubée 1h a
température ambiante avec une agitation de 500 tr/min. Comme précédemment, trois lavages
successifs ont été effectues puis 00uL d’une solution d’anticorps de détection ont été ajoutés
par puit. Cet anticorps est dilué dans la solution de saturation a la concentration correspondante.
La plaque a été de nouveau incubée pendant 2h a température ambiante et sous une agitation de
500 tr/min. L anticorps secondaire conjugué avec I’enzyme HRP, a été ajouté apres des lavages,
araison de 100 pL par puit. Ces anticorps secondaires sont les anticorps anti-lapin-HRP et anti-
souris-HRP dilués au 1:5000 dans la solution de saturation. La plaque a alors été incubée
comme précédemment. Finallement, 100 L de substrat TMB par puit ont été ajoutés apres les
lavages pour révéler la présence de la toxine. Le réactif a été incubé au moins 15 min dans
I’obscurité a température ambiante et sous une agitation de 500 tr/min, jusqu’a 1’apparition
d’une coloration bleue. La réaction a alors été stoppée en ajoutant 100 pL de H2SOs 2N
directement dans les puits. Pour finir, I’intensité de la coloration a été mesurée a 1’aide d’un

spectrophotometre (SAFAS MP96) a 490 nm.

B-ELISA en sandwich avec les anticorps polyclonaux et

monoclonaux

Le protocole est le méme que précédemment, excepté qu’au préalable, les puits de la plaque 96
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ont été coatés sur la nuit a 4°C avec ’anticorps polyclonal, dilué¢ dans un tampon de Coating.
Ce tampon se compose, pour 1L, de 1,59 g de Na.COz et 2,93 g de NaHCOg3, Puis les puits ont
¢été saturés 1h a I’aide de la solution de saturation, avant que 1’antigéne ne soit ajouté a la
concentration indiquée pendant 2h a température ambiante et sous agitation. Les anticorps

monoclonaux sont utilisés en tant qu’anticorps de détection.
C- Caractéristiques des expectorats de patients infectés

Tableau 8: Liste des prélévements respiratoires

Type d’échantillon Séquences (5°2>3’) *
1 Broncho-aspiration P. aeruginosa + Serratia marcescens : 10* UFC.mL*
2 Broncho-aspiration Flore non pathogene
3 Broncho-aspiration S. aureus 104" UFC.mL*
4 Aspiration endo-trachéale ~ Numération bactérienne inférieure a 10° UFC.mL1*
5 Crachats Numération bactérienne inférieure a 10’ UFC.mL2
6 Crachats Moraxella catarrhalis 10" UFC.mL™?

*Seuil de significativité dans les aspirations endo-trachéales
ASeuil de significativité dans les expectorations
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Annexe 1: Liste des participations a des événements scientifiques

e Participation a un mini colloque Pseudomonas en septembre 2018

e Participation et présentation de ma thése lors du Bacto-GRE le 17 Avril 2019 au CEA
de Grenoble

e Participation & la 12°™ journée scientifique de I’IBS le 13 Juin 2019 et présentation d’un
poster

e Participation a la Journée Annuelle des Doctorants organisée par I’EDCSV en Juin 2019
et présentation d’un poster : 1* prix

e Participation et présentation de ma thése lors du « Mini-Colloque Pseudomonas 2019 »
les 23-24 Septembre 2019 a Voiron
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Annexe 2: Poster présenté a la 12°™ journée scientifique de I’IBS - Juin 2019 (Grenoble)

France)

Identification of a new eukaryotic factor essential for the toxicity
of the most cytotoxic effector of Pseudomonas aeruginosa

Vincent Deruelle, Stéphanie Bouillot, Viviana Job, Ina Attrée, and Philippe Huber
Bacterial Pathogenicity and Cellular Responses Team (CEA/IRIG/BCI, INSERM U1036, CNRS ERL5261, Université Grenoble Alpes, Grenoble, France,

Contact : vincent.deruelle@cea fr / phuber@cea.fr

INTRODUCTION

Pseudomonas geruginosa is an ubiquitous and opportunistic Gram-negative
bacterium and a leading cause of nosocomial infections. It is responsible for
acute and chronic infections thanks to a broad panel of virulence factors. The
most aggressive is a Type Ill Secretion System (T3SS), a syringe-like apparatus,
that injects four effectors named exoenzymes S, T, U and Y directly into the
cytosol of target cells. Among these effectors, ExoU is highly cytotoxic owing to
its capacity to induce cell necrosis. Indeed, ExoU leads to plasma membrane
rupture in infected cells. However, its mechanisms of action are poorly
characterized.

* We used a genetic approach with the CRISPR/Cas9 system to identify the
host partners involved in ExoU toxicity.

+ Further work confirmed that a new eukaryotic protein is essential to trigger
ExoU toxicity in target cells

CRISPR screen with ExoU toxin on A549 cells

+ 18,049 protein coding genes
* 4 gRNAs per gene
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Conclusion

We identified a new host partner involved in ExoU toxicity during cell infection.
There is no ExoU-dependent necrosis in inactivated dnajC5-cells during ExoU
infection

The complementation of dnajC5-mutant cells leads to the recovery of cell
sensitivity to ExoU

DNAJCS is a specific partner of ExoU because dnjaC5-KO cells are still sensitive
to other major P. aeruginosa's toxins.

ExoU binds directly to DNAJCS in cell cytoplasm during the infection.

We now aim at deciphering the exact role of DNAICS in ExoU toxicity: is it an
activator of the toxin or its transporter to the plasma membrane?
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Ce poster a également été présenté lors la Journée Annuelle des Doctorants (JAD) de I’Ecole
Doctorale de Chimie et Sciences du Vivant (EDCSV) en Juin 2019, et a obtenu le prix du

meilleur poster.
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Annexe 3: Résumé pour la présentation du poster lors de la JAD de ’EDCSV — Juin 2019
(Grenoble)

DNAJCS is required for ExoU toxicity during Pseudomonas aeruginosa infections
Vincent Deruelle?, S. Bouillot?, 1. Attrée? and P. Huber?

@ Bacterial Pathogenicity and Cellular Responses (IRIG/BCI, Université Grenoble Alpes,
France)

Pseudomonas aeruginosa is an ubiquitous and opportunistic Gram-negative bacterium and a
leading cause of nosocomial infections. The bacterium causes acute and chronic infections and
is a major contributor of lung infections espacially in people with cystic fibrosis. It possesses a
Type 111 secretion system (T3SS) whose expression is related to poor clinical outcomes. This
system injects directly into the cytosol of target cells, four effectors named exoenzymes S, T,
U and Y. Among these effectors, ExoU is the highly cytotoxic and its secretion is associated
with the most severe diseases, owing to its capacity to induce cell necrosis. However, its
mechanisms of action are poorly characterized and we used a genetic approach with the
CRISPR/Cas9 system to identify the host partners involved in ExoU toxicity. We identified
DNAJCS5, a co-chaperone protein involved in membrane trafficking and protein folding, as
potential receptor for ExoU. We demonstrated that there is no ExoU-dependent necrosis in
inactivated DNAJC5 cells during ExoU infection, suggesting that those cells are resistant to
plasma membrane rupture caused by ExoU. Moreover, DNAJC5 seems to be a specific partner
of ExoU because DNAJC5-KO cells are still sensitive to other major P. aeruginosa’s toxins.
We now aim at exploring the potential DNAJC5-ExoU interaction and at deciphering the exact
role of DNAJCS5 in ExoU toxicity: is it an activator of the toxin or its transporter to the plasma

membrane?

Pseudomonas
aeruginosa

Scheme showing the DNAJC5-ExoU
interaction during cell infection.
DNAJCS could be involved in ExoU
activation and/or transportation to Eukaryotic cell
the plasma membrane where ExoU X

disrupts phospholipids. V4 ‘ Necrosis
DNAJCS*‘ ) &

Keywords: [ExoU] [DNAJC5] [CRISPR/Cas9]
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Annexe 4: Communication orale lors du « Mini-Colloque Pseudomonas 2019 » - Septembre
2019 (Voiron)

DNAJCS, un nouveau facteur eucaryote essentiel au mécanisme d’action
de la toxine ExoU de Pseudomonas aeruginosa

Vincent Deruelle?, Stéphanie Bouillot?, Viviana Job?, Michel Ragno?, Ina Attrée? et
Philippe Huber?

2 Bacterial Pathogenicity and Cellular Responses (IRIG/BCI, Université Grenoble Alpes,
France)

Mots clés: [ExoU] [DNAJC5] [CRISPR/Cas9]

Pseudomonas aeruginosa possede un large panel de facteurs de virulence dont le plus agressif
est le systeme de sécrétion de type III (SST3). Il s’agit d’un appareil semblable a une seringue
qui injecte quatre effecteurs nommes exoenzymes S, T, U et Y directement dans le cytosol des
cellules cibles. Les effecteurs ExoT et ExoY sont sécrétés par la plupart des souches possédant
un SST3, alors qu’ExoS et ExoU sont produites de fagon exclusive. Bien que les souches
exprimant la toxine ExoU représentent un tiers des isolats cliniques, ExoU est I’effecteur le plus
cytotoxique et sa secrétion est associée aux infections les plus sévéres. Cette toxine induit la
rupture de la membrane plasmique des cellules cibles grace a son activité phospholipase, mais
son mécanisme d’activation reste encore mal caractérisé. Au cours de mon projet, nous avons
utilisé une approche génétique avec le systtme CRISPR-Cas9 afin d’identifier de nouveaux
partenaires cellulaires nécessaires a sa toxicité. Nous avons identifié un seul gene, codant pour
DNAJCS5, une co-chaperone impliquée dans le trafic membranaire et le repliement des
protéines. Nous avons confirmé, dans des modeles cellulaires, qu’une inactivation du geéne
dnajC5 abolissait la cytotoxicité d’ExoU. Une réintroduction du géne dnajC5 dans ces cellules
a permis de ré-induire la toxicité dépendante d’ExoU. Nous avons également constaté que les
drosophiles dépourvues de DNAJCS résistaient mieux a la virulence des souches ExoU™. Il
semble également que DNAJCS soit un partenaire spécifique d’ExoU, car les cellules mutées
sont toujours sensibles aux autres toxines majeures de P. aeruginosa (ExoS, ExoT, ExIA). Nous
avons ainsi démontré que DNAJCS5 était un partenaire cytoplasmique indispensable pour la

toxicité d’ExoU, qui n’avait pas été identifi€ jusqu’a présent.
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1 | INTRODUCTION

Benoit Gallet? | Christine Moriscot? |

Philippe Huber!

Abstract

During acute Pseudomonas aeruginosa infection, the inflammatory response is essen-
tial for bacterial clearance. Neutrophil recruitment can be initiated following the
assembly of an inflammasome within sentinel macrophages, leading to activation of
caspase-1, which in turn triggers macrophage pyroptosis and IL-1f/IL-18 maturation.
Inflammasome formation can be induced by a number of bacterial determinants,
including Type Ill secretion systems (T3SSs) or pore-forming toxins, or, alternatively,
by lipopolysaccharide (LPS) via caspase-11 activation. Surprisingly, previous studies
indicated that a T3SS-induced inflammasome increased pathogenicity in mouse
models of P. aeruginosa infection. Here, we investigated the immune reaction of mice
infected with a T3SS-negative P. aeruginosa strain (IHMA879472). Virulence of this
strain relies on ExIA, a secreted pore-forming toxin. IHMA879472 promoted massive
neutrophil infiltration in infected lungs, owing to efficient priming of toll-like recep-
tors, and thus enhanced the expression of inflammatory proteins including pro-IL-1p
and TNF-a. However, mature-IL-1p and IL-18 were undetectable in wild-type mice,
suggesting that ExIA failed to effectively activate caspase-1. Nevertheless, caspase-
1/11 deficiency improved survival following infection with IHMA879472, as previ-
ously described for T3SS+ bacteria. We conclude that the detrimental effect
associated with the ExIA-induced inflammasome is probably not due to hyper-

inflammation, rather it stems from another inflammasome-dependent process.

KEYWORDS

microbial-cell interaction, pseudomonads, toxins, virulence

These PAMPs can trigger the innate immune system (Hayward,
Mathur, Ngo, & Man, 2018) through binding to toll-like receptors

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen which exploits
several virulence factors to achieve infection of various organs
(Gellatly & Hancock, 2013; Hauser, 2009; Williams, Dehnbostel, &
Blackwell, 2010). One of its most potent virulence factors is its type
3 secretion system (T3SS) through which it delivers several effectors
(ExoS, ExoT, ExoY and ExoU) into the cytoplasm of target cells. Most
strains also display a flagellum, type 4 pili, and LPS at their surface,
collectively called pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)

(TLRs) located at the surface of sentinel macrophages or dendritic
cells. TLR triggering induces the synthesis of a large number of pro-
teins, including inflammatory cytokines such as the IL-1f precursor
(pro-IL-1p), and components of the inflammasome complex (see
below).

In addition, the T3SS machinery per se, by forming a pore in the
macrophage plasma membrane, can activate an intracellular sensor of
innate immunity, the NOD-like receptor (NLR) family CARD domain

Cellular Microbiology. 2020;e13251.
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(NLRC4) 2018; Man &

Kanneganti, 2016). The NLRC4-associated inflammasome is a mul-

containing 4 (Hayward et al,
tiprotein complex which activates IL-1f and IL-18 by inducing their
cleavage by caspase-1, and their release into the extracellular milieu
following plasma membrane rupture, as a result of a cell death process
called pyroptosis. Noncanonical inflammasome activation has also
been described for Gram-negative bacteria. This process involves
caspase-11, which can directly trigger pyroptosis and indirectly induce
IL-1B/IL-18 cleavage through activation of the NLR family pyrin
domain containing 3 (NLRP3)-associated inflammasome. The resulting
IL-1B (and to a lesser extent IL-18) secretion contributes significantly
to enhancing the inflammatory response during its initial phases. The
immune reaction is subsequently amplified by several other pro-
inflammatory cytokines and chemokines secreted by immune and
non-immune cells, a process referred to as a ‘cytokine storm’, which
leads to recruitment of circulating neutrophils to the infected organ
(Garlanda, Dinarello, & Mantovani, 2013; Potey, Rossi, Lucas, &
Dorward, 2019).

In general, infection with P. aeruginosa strains leads to a massive
recruitment of neutrophils. In P. aeruginosa-induced pneumonia, a high
number of neutrophils penetrates the alveoli and accumulates in the
bronchi, where they actively combat invading bacteria. However,
P. aeruginosa is generally well adapted to hyperinflamed environments
and can thrive in this bacteriocidic milieu by adapting its metabolism.
The mechanisms deployed include producing a protective biofilm and
injecting T3SS effectors into neutrophils. These effectors can block
phagocytosis, inhibit reactive oxygen species (ROS) production, and
induce apoptosis (ExoS and ExoT) (Rangel, Logan, & Hauser, 2014;
Sun, Karmakar, Taylor, Rietsch, & Pearlman, 2012; Vareechon, Zmina,
Karmakar, Pearlman, & Rietsch, 2017) or necrosis (ExoU) (Diaz
et al,, 2008).

Although the inflammatory reaction remains the main weapon
against P. aeruginosa in acute infections, several groups have demon-
strated that it may also be deleterious for the host (Cohen &
Prince, 2013; Faure et al., 2014; Schultz et al., 2002; Thakur, Barrett,
Hobden, & Hazlett, 2004; Thakur, Barrett, McClellan, & Hazlett, 2004;
Veliz Rodriguez et al., 2012). By using mice deficient in various
inflammasome proteins, including caspase-1 and caspase-11, inhibi-
tors of IL-1p, or genetically deficient mice for components of the IL-1p
pathway, these groups showed that inactivating the inflammasome or
preventing IL-1p action diminished the severity of disease in infected
mice. However, contradictory data have been published in the litera-
ture regarding the role of the inflammasome in bacterial clearance,
possibly owing to the genetic and phenotypic diversity of
P. aeruginosa strains (Lin & Kazmierczak, 2017).

In recent years, our group and others have identified phylogenic
outliers of P. aeruginosa phylum, that were named PA7-like strains, in
reference to the first fully sequenced isolate of the group, PA7 (Roy
et al., 2010). PA7-like strains have now been isolated worldwide from
patients with acute or chronic infections affecting a range of organs
(Freschi et al., 2018; Reboud et al., 2016). Several features distinguish
PA7-like strains from ‘classical’ P. aeruginosa strains, including their

lack of the whole locus encoding the T3S machinery and genes for the

T3SS effectors (Elsen et al., 2014). The pathogenicity of these strains
is mainly based upon a two-partner secretion system, ExIB-EXIA,
which is only found in PA7-like strains. ExIA (also called Exolysin) is a
pore-forming toxin inducing necrosis in several mammalian cell types,
and ExIB is the transporter located in the bacterial outer membrane
that allows ExIA secretion into the extracellular medium (Basso,
Ragno, et al., 2017; Reboud et al., 2016). Some of these strains are
highly cytotoxic, a property that has been correlated with the
amounts of ExIA secreted (Reboud et al., 2016). However, strain viru-
lence in a mouse model of acute pneumonia was not directly linked to
their toxicity towards cells nor to the amount of ExIA secreted
(Reboud et al., 2016), suggesting that the immune reaction in
response to the various PA7-like strains could differ.

Further work from our group revealed that the pore formed in
the plasma membrane by ExIA can activate the NLRP3 inflammasome
in vitro—whereas classical strains activate the NLRC4 inflammaso
me—leading to macrophage pyroptosis and IL-1p secretion (Basso,
Wallet, et al.,, 2017). Activation of the NLRP3 rather than the NLRC4
inflammasome may lead to different outcomes, as suggested by
lannitti et al. (2016). In this article, we studied the immune reaction
induced in mice infected with an exIA+ strain that can trigger IL-1p
secretion from macrophages. More specifically, we evaluated the
effect of inflammasome inactivation on mouse survival and the

response to infection.

2 | RESULTS

2.1 | Inflammasome activation in macrophages by
exlA+ strains

The capacity of bacteria to trigger inflammasome assembly and IL-1f
release by resident macrophages has a major impact on the host
response to infection (Garlanda et al., 2013; Wonnenberg
et al.,, 2016). We therefore investigated inflammasome induction fol-
lowing exposure to several exlA+ strains by analysing levels of pro (p)-
and mature (m)-IL-1p produced by infected macrophages. Mouse
bone marrow-derived macrophages (BMDMs) were infected with
15 different exIA+ strains and the m-IL-1p content of cellular lysates
and supernatants was analysed at 3.5 hr post-infection (hpi) by West-
ern blotting (Figure 1a). Pro-IL-1f expression is induced by all exlA+
strains (except ATCC33359) at different levels, but they are all less
efficient than the reference strain PAO1, an exIA— T3SS+ strain
(ExoSTY+). In contrast, another exlA— T3SS+ (ExoUTY+) reference
strain, PA14, was a poor inducer of p-IL-1f, indicating that T3SS+
strains also differentially stimulate IL-1p synthesis. m-IL-1p was only
IHMA567230,
IHMA879472, or BLO43, however the signals were much less intense

detectable when cells were infected with
than observed following infection with PAO1. The profiles of IL-1f
contents in supernatants were confirmed by ELISA (Figure 1b). It
should be noted that the small discrepancies between the Western
blot and the ELISA data are likely due to the fact that the ELISA tech-
nique does not distinguish between the different forms of IL-1f.
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FIGURE 1 IL-1p secretion in culture supernatants from infected

BMDM. BMDMs were incubated with 15 T3SS— exIA+ strains, or
T35S+ exlA— strains (PAO1 and PA14) at MOI 10, or were left

NI. Culture media and cell lysates were collected at 3.5 hpi. (a) Both
the lysates (above) and the supernatants (below) were assayed for
IL-1p (either pro: p or mature: m) by Western blot. -tubulin was used
as loading control for the lysates. (b) IL-1p concentrations in the
supernatants assayed by ELISA. This analysis was performed twice.
Strains used in subsequent studies are indicated in red. BMDM, bone
marrow-derived macrophage; NI, non-infected

Altogether, there is no correlation between priming (induction of
expression) and secretion of the mature form of IL-1p. In conclusion,
secretion of the active form of IL-1p is more related to the capacity of
exlA+ strains to activate the inflammasome than to induce its
expression.

IL-18 is another interleukin processed by the inflammasome and
secreted after macrophage pyroptosis (Hayward et al., 2018; Man &
Kanneganti, 2016). IL-18 was not detected by Western blot in any
supernatants of BMDM s infected by exIA+ strains (data not shown),
suggesting that IL-18 is not involved in the immune response to these
types of strains; a result that was confirmed in vivo (see below).

To combine virulence and m-IL-1p response, we selected strain
IHMA879472 (hereafter IHMA) for further investigation.

2.2 | Inflammasome activation is detrimental for
mice infected with the IHMA strain

As mentioned above, several reports indicated that in mouse pneumo-
nia models involving T3SS+ strains (either ExoS+ or ExoU+), survival
was enhanced by inhibiting inflammasome induction (Cohen &
Prince, 2013; Faure et al., 2014; Schultz et al., 2002; Thakur, Barrett,
Hobden, & Hazlett, 2004; Thakur, Barrett, McClellan, & Hazlett, 2004;
Veliz Rodriguez et al., 2012). To examine the impact of inflammasome

induction by IHMA (exIA+), we infected WT and caspase-1/caspase-
11 KO (hereafter KO) mice by inhalation of a bacterial suspension.
The KO mice used for this study induce neither conventional nor
unconventional activation of IL-1p, and cannot trigger pyroptosis
(Basso, Wallet, et al, 2017). As with T3SS+ strains, mice lacking
caspase-1/caspase-11 genes survived significantly better than WT ani-
mals following infection with IHMA (Figure 2a), indicating that
NLRP3-inflammasome activation is also detrimental in mice infected
with an exlA+ strain. Mice (either WT or KO) infected with
IHMAAexIA (IHMAAA) strain all survived, indicating that ExIA is the
major virulence factor deployed by IHMA in vivo.

Caspase-1 expression in WT lungs was strongly induced by IHMA
and moderately by IHMAAA (Figure 2b). This difference suggests that
more inflammatory cells are recruited in lungs infected by IHMA than
by IHMAAA.

To directly assess the effects of IHMA on lung histology, infected
mice were euthanized at 18 hpi and lung sections analysed by trans-
mission electron microscopy (Figure 2c). Frequent interruptions of the
pneumocytic lining of the alveoli (between arrowheads in Figure 2c)
was observed in all mice (both WT and KO), confirming the cytolytic
effect of IHMA (Basso, Wallet, et al., 2017). In contrast, no
pneumocyte alteration was detected in IHMAAA-infected lungs
(WT or KO), confirming that pneumocyte disruption was caused
by EXxIA.

As disruption of the pneumocyte layer can affect permeability of
the alveolo-capillary barrier, and to determine whether inflammasome
inactivation affects this parameter, we measured the protein content
of broncho-alveolar lavage (BAL) fluids (Figure 2d). Consistent with
the histological data, IHMA-infected lungs were more permeable than
those infected with IHMAAA. Inactivation of caspase-1/caspase-11
had no impact on permeability, indicating that the effect is a toxin-
only effect. PAO1-infected mice showed a lower effect of this strain
on barrier permeability, even though PAO1 is more virulent than
IHMA in vivo (Reboud et al., 2016).

Pseudomonas aeruginosa exlA+ strains can potentially induce
necrosis of different cell types in the lung: epithelial cells, when ExIA
is secreted, macrophages, when pyroptosis is activated, and neutro-
phils, when neutrophil extracellular traps are produced by a process
called NETosis (Delgado-Rizo et al., 2017). To further examine cell
necrosis induced in infected lungs, BAL fluids were assessed to deter-
mine the B-actin (Figure 2e) and lactate dehydrogenase (LDH)
(Figure 2f) levels. These two intracellular proteins are released after
plasma membrane rupture. IHMA, and to a lower extent IHMAAA,
caused a significant increase in LDH activity. The difference in LDH
activity between mice infected with IHMA and IHMAAA strains was
consistent with the degree of disruption of the pneumocytic lining
observed in Figure 2c. The fact that IHMAAA also induced some
necrosis (Figure 2f) indicates that bacterial factors other than ExIA can
trigger cell death, possibly by promoting neutrophil NETosis (see the
confirmation below on isolated neutrophils), rather than macrophage
pyroptosis, that requires ExIA activation of the inflammasome. Thus,
our data suggest that IHMA is capable to induce both pneumocyte
and neutrophil necrosis in the lung. PAO1 also induced necrosis in the
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FIGURE 2 Infection of wild-type or caspase-1/caspase-11-deficient mice by IHMA or IHMAAA. (a) Mice, either WT or caspase-1/caspase-11
deficient (KO), were infected intranasally with IHMA or IHMAAA strains (107 bacteria), and their survival was monitored for 5 days. The number
of mice per condition is indicated. Significance of differences between survival rates for WT and KO mice infected with IHMA, as well as
differences in survival rates for WT mice infected with IHMA or IHMAAexIA, were determined by the Log-Rank method, and the probability is
shown on the graph. (b) Lung extracts were produced at 18 hpi and analysed by Western blotting using a caspase-1 antibody. p-actin was used as
loading control. (c) Transmission electron micrographs of lung sections from IHMA- or IHMAAA-infected mice (WT and KO) euthanized at 18 hpi.
Two representative images are shown for IHMA/WT and IHMA/KO and one for IHMAAA/WT and IHMAAA/KO. Lack of pneumocytic coverage
along alveoli is shown between arrowheads. A, alveolus; BM, basement membrane; C, capillary; E, endothelium; Eo, eosinophil; N, neutrophil; P,
pneumocyte; RBC, red blood cell. (d) BALs were collected post-mortem from mice euthanized at 18 hpi (n = 4 per condition). Protein
concentrations were measured and plotted; median values are shown (bars). Differences between WT and KO were not significant according to
an unpaired t test. Differences between bacterial strains in WT mice were significant according to an ANOVA test; multiple comparisons were
performed using a Tukey test, and the results are indicated by (*) or n.s. Differences were all significant compared to the NI condition (not shown).
(e) p-actin contents in BALs was analysed by Western blot. (f) LDH activities were measured in BALs and plotted along with median values.
Statistical analyses were performed as in (d). BAL, broncho-alveolar lavage; LDH, lactate dehydrogenase
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lungs, partially due to pyroptosis, as both markers were higher in BAL
fluids from WT than from KO animals.

In summary, taken together, our results indicate that IHMA has a
major effect on pneumocyte and probably neutrophil cell death,

whereas PAO1 mainly induces macrophage lysis.

2.3 | Bacterial growth and dissemination

Bacterial loads in lungs, liver and spleen were determined at 18 hpi to
assess the role played by caspase-1/caspase-11 in the capacity of
IHMA to proliferate in the lungs and to disseminate to distant organs
(Figure 3). The bacterial amounts found in IHMA-infected lungs at
18 hpi were similar to the initial load (107), suggesting that IHMA did
not thrive in lungs over this time period. In sharp contrast, the popula-
tion of PAO1 (Figure 3) dramatically increased over the same time
period. Conversely, the IHMAAA bacterial load decreased, indicating
that ExIA is required for sustained bacterial population of this organ,
probably as it plays a role in IHMA's mechanisms of defence against
the immune system. IHMA and PAO1 survived better in the presence
of caspase-1/caspase-11 than in their absence, a feature previously
observed for the T35S+ strain PAK (Cohen & Prince, 2013).

In conclusion, IHMA appears to be less resistant than PAO1 to
the immune system, probably because there is no equivalent of the
T3SS effectors capable of preventing neutrophil bacteriocidic action.

As for PAO1, IHMA disseminated to the liver and spleen, whereas
IHMAAA remained confined to the lungs, confirming that ExIA is key
for bacterial spread in the body (Bouillot et al., 2017), like the T3SS
for classical strains (Allewelt, Coleman, Grout, Priebe, & Pier, 2000;
Kudoh, Wiener-Kronish, Hashimoto, Pittet, & Frank, 1994; Rangel,
Diaz, Knoten, Zhang, & Hauser, 2015; Shaver & Hauser, 2004; Vance,
Rietsch, & Mekalanos, 2005).

24 | Mature-IL-1p is undetectable in IHMA-
infected lungs, but IL-1« is highly produced

To assess IHMA's capacity to promote IL-1f synthesis in vivo, we first

used ELISA to measure the amounts of total IL-1p (pro and mature) in

lung extracts (Figure 4a). For both IHMA- and IHMAAA-infected
lungs, there was a small non-significant increase in IL-1p at 8 hpi; no
difference was observed between WT and KO lungs. In contrast, at
this time point, PAO1 had already induced a significant IL-1f response
in WT mice, but not in KO mice. This difference between mouse
strains continued to 18 hpi. At this later time point, IL-1p levels were
also significantly increased in lungs infected with IHMA, and to a
lower extent in those infected with IHMAAA, but again no difference
between WT and KO mice was observed with these bacterial strains
(Figure 4a). As
1-dependent cleavage

only mature-IL-1p produced upon caspase-
Muller, Martin, &
Beyaert, 2015), we analysed lung extracts (18 hpi) by Western blot to

is active (Afonina,
discriminate between the two forms of IL-1p (Figure 4b). Mature-IL-
1B was only detected in PAO1-infected WT mice, whereas strong
pro-IL-1p signals were detectable in all infected conditions. Taken
together, we conclude that both IHMA and IHMAAA can promote
pro-IL-1p expression via TLR activation, although not as early or as
strongly as PAO1. The slight difference observed between IHMA- and
IHMAAA-infected lungs in the ELISA results suggests that ExIA con-
tributes to the induction of pro-IL-1p expression. However, no
mature-IL-1p was detected in IHMA-infected lungs, suggesting that
ExIA is a poor inflammasome activator, or that NLRP3 is less efficient
than NLRC4 when it comes to activating caspase-1. It should be noted
that electrophoretic gels had to be overloaded to detect m-IL-1p by
Western blot in PAO1-infected lungs, indicating that only very small
amounts of the mature form were present even for this strain, as pre-
viously reported (Galle et al., 2008). Thus, most of the pro-IL-1p syn-
thetized remained unused, and only minute amounts of active IL-13
were detected following infection with PAO1, and any active IL-1
produced following IHMA infection was at undetectable levels. How-
ever, extremely low amounts of IL-1p is nevertheless sufficient to
induce inflammatory reactions, as previously noted (Garlanda
et al., 2013).

As for infected BMDM supernatants, IL-18 was at background
levels in lung extracts when mice were infected with IHMA or
IHMAAA (Figure 4c), confirming that IL-18 does not play a role in the
immune response to IHMA.

IL-1a, an interleukin targeting the same receptor as IL-18 (and thus

triggering the same effects), but that does not require inflammasome
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FIGURE 3

Bacterial growth in lungs and dissemination in liver and spleen. Mice infected with PAO1, IHMA or IHMAAA were euthanized at

18 hpi, and their lungs, liver and spleen were homogenised. Serial dilutions of the homogenates were plated on LB plates for CFU counting. Data
are shown with medians (bars). Statistical differences between WT and KO mice were calculated using a Mann-Whitney test. The red arrows

indicate the initial bacterial load
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FIGURE 4 IL-1p, IL-18 and IL-1a production in infected lungs.
(a) IL-1p concentration was measured by ELISA in lung extracts at

8 and 18 hpi. Results were plotted together with mean values (bars).
(b) Lung extracts at 18 hpi were also analysed by Western blotting,
using IL-1p antibody and f-actin as control. Two gels were used: one
for pro-IL-1p/p-actin, and one for mature-IL-1p. To detect mature-IL-
1B, gels were overloaded with protein, resulting in a distorted
migration profile. (c) IL-18 concentration was measured by a bead-
based immunoassay in lung extracts at 8 and 18 hpi. (d) IL-1«
concentration was measured by ELISA in lung extracts at 8 and

18 hpi. (e) IL-1a concentration was measured by ELISA in BAL
supernatants at 18 hpi. All statistical analyses (t test and ANOVA)
were performed as described for Figure 2

activation, is rapidly and massively upregulated by IHMA and IHMAAA
strains, independent of the presence of caspase-1/caspase-11 as

expected (Figure 4d). IL-1a was also detected in BAL supernatants
from IHMA-infected mice (Figure 4e), showing that IL-1a is indeed
secreted and thus can interact with the IL-1 receptor (IL-1R). Likewise,
IL-1a production may compensate for the lack of substantial secretion
of active IL-1p and may trigger the production of secondary inflamma-
tory cytokines, like IL-6, IL-17a and KC. Interestingly, IL-1a contents of
BAL supernatants from IHMAAA-infected mice were significantly
lower, suggesting that ExIA-dependent cell lysis was required for IL-1x

release.

25 |
by IHMA

Induction of pro-inflammatory cytokines

Several pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL-17a and TNF-a) and a
chemokine (KC) were significantly induced in IHMA-infected lungs.
Levels of all inflammatory mediators except TNF-a were increased
between 8 and 18 hpi.

The most striking increase was observed for IL-6, a cytokine
involved in neutrophil maturation and recruitment (Figure 5). IL-6
levels were similar in PAO1- and IHMA-infected lungs, but were strik-
ingly lower at 18 hpi in the absence of caspase-1/caspase-11. Further-
more, IHMAAA failed to induce IL-6 expression in infected lungs at
18 hpi. Thus, ExIA is required for IL-6 expression, and both caspase-1/
caspase-11-dependent and -independent pathways are involved.

Two other mediators of neutrophil recruitment—IL-17a and espe-
cially KC—were also induced by IHMA at 18 hpi, but at lower levels
than with PAO1. Similar to our result for IL-6, caspase-1/caspase-11
deficiency was associated with lower IL-17a and KC levels, and their
expression was negligible in IHMAAA-infected lungs. Thus, in addition
to ExIA, to enhance IL-6, IL-17a, and KC expression, the inflammasome
must be activated. This conclusion is consistent with previous reports
using other strains (Gasse et al, 2011; Rosales, 2018; Schultz
et al., 2002; Slaats, Ten Oever, van de Veerdonk, & Netea, 2016).

TNF-a is another chemo-attractant for neutrophils that also facili-
tates their extravasation by acting on endothelial cells. TNF-a expres-
sion was found to be induced to similar levels in all infected
conditions, regardless of strain type or mouse genetic background.

Taken together, our results show that IHMA-infected WT mice
can mount an inflammatory cytokine response, which is mostly
dependent on ExIA and partly on caspase-1/caspase-11 activation. As
mentioned previously, massive IL-la production in IHMA-infected
lungs is likely to provide the alarming signal triggering pro-
inflammatory cytokine synthesis in the infected lungs.

Interestingly, the anti-inflammatory cytokine IL-10 was detected at
8 and 18 hpi in IHMAAA-infected lungs, but not in IHMA-infected lungs.
This result suggests that mice infected with the avirulent IHMAAA strain
were at a very early stage in the resolution phase of inflammation, a pro-
cess characterised by IL-10 production. A similar increase in IL-10 levels
was observed in PAO1-infected lungs at 18 hpi. The main difference
between the two cases was that the increase was caspase-1/caspase-
11-independent for IHMAAA and caspase-1/caspase-11-dependent for
PAO1, suggesting different mechanisms of activation.
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FIGURE 5 Additional inflammatory cytokines and chemokine in
infected lungs. Levels of IL-6, IL-17a, KC, TNF-a and IL-10 in lung
extracts at 8 and 18 hpi were measured by ELISA and plotted
alongside mean values. Significance of differences between WT and
KO data were calculated using an unpaired t test, or Mann-Whitney
test when distribution was not normal (i.e. for IL-17a at 18 hpi, TNF-a
at 18 hpi, IL-10 at 18 hpi). For all cytokines, differences between
bacterial strains in WT mice were significant according to a one-way
ANOVA test; multiple comparisons were performed using a Tukey's
test and the results are indicated with a (*) or n.s. Differences were all
significant relative to NI, unless indicated with n.s

A diagram summarising our results related to cytokine production

is presented in Figure 6.
2.6 | Blocking IL-1 receptor has no impact on
IHMA-infected mouse survival

The differences in mouse survival observed in Figure 2a between WT
and Caspase-1/caspase-11 KO mice infected by IHMA may be caused

Flagellin

LPS \
T4 pili

TLRs

Macrophage

IL-10 \ L6
A -

IL 6/ IL-17a
g KC

1 ‘ A 4 A 4

Neutrophil recruitment

FIGURE 6 Proposed mechanisms of inflammatory cytokine
activation by IHMA. The diagram summarises the main results from
Figures 4 and 5. IHMA can activate TLR receptors at the surface of
macrophages, via the release of flagellin, pili and LPS, in an ExIA-
independent manner. TLR activation results in IL-10, TNF-a and pro-
IL-1B expression. ExIA has a strong and direct effect on IL-6
production, but only a small but significant impact on pro-IL-1
expression. Production of mature IL-1f by ExIA-induced NLRP3
inflammasome was not detected in vivo; the dotted lines indicate that
IL-1p activation was only observed in vitro. Conversely, IL-1a
expression was strongly upregulated by IHMA, which is likely
responsible for enhancement of IL-6, IL-17a and KC synthesis

by the hyperinflammation-induced by pro-inflammatory cytokine
secretion, as suggested by previous works (Cohen & Prince, 2013;
Faure et al., 2014; Schultz et al., 2002; Thakur, Barrett, Hobden, &
Hazlett, 2004; Thakur, Barrett, McClellan, & Hazlett, 2004; Veliz
Rodriguez et al., 2012), or by the activation of the inflammasome
itself, as recently reported (Wu et al., 2019). To discriminate between
these two hypotheses, we used a pharmacological inhibitor of IL-1R,
anakinra (Cavalli & Dinarello, 2018), in mouse infection assays. Mice
were administered with anakinra (10 mg/kg), as previously reported
(Norelli et al., 2018), 1 hr before infection, and then daily. We first
examined anakinra efficiency on IL-6 production at 18 hpi (Figure 7a).
Anakinra administration dramatically reduced IL-6 content of infected
lungs compared to untreated mice. Next, we performed survival
experiments on mice treated with anakinra or untreated (Figure 7b).
The two survival curves were not significantly different. Hence, IL-1R
blocking had no impact on mouse survival after IHMA infection. As
IL-18 is not produced following IHMA infection (Figure 4c), these
results suggest that the decrease in mouse death observed in absence
of caspase-1/caspase-11 is not due to the lack of IL-1p/IL-18 secre-

tion, but to the absence of a functional inflammasome, per se.
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FIGURE 7 Effect of IL-1 receptor inhibition on mouse survival.
(a) Mice were either treated with the IL-1 receptor inhibitor anakinra
at 10 mg/kg or untreated (n = 4 in each condition), and infected by
IHMA 1 hr later. Mice were euthanized at 18 hpi, IL-6 concentrations
were measured in lung extracts and represented together with the
median. Statistical differences were calculated with Student's t test;
*p < .0001. (b) Mice were either untreated or treated with anakinra
(10 mg/kg 1 hr before infection and then daily), and infected with
IHMA. Shown is the Kaplan-Meyer representation of the survival
curves in each condition. No statistical difference was obtained with
the Log-Rank test

2.7 | Neutrophil recruitment and activity in IHMA-
infected lungs

Having shown that IHMA-induced a pro-inflammatory cytokine
response, we next monitored the presence of neutrophils in infected
lungs by assaying myeloperoxidase (MPO) activity in lung extracts
(Figure 8a). MPO activity was increased to a similar extent in all
infected WT mice as early as 8 hpi. Caspase-1/caspase-11 deficiency
IHMA-  and
PAO1-infected lungs. At 18 hpi, MPO activity was increased approxi-

significantly altered neutrophil recruitment in
mately 10-fold over baseline in all infected conditions. For IHMA,
neutrophil infiltration was increased due to the presence of both ExIA
and caspase-1/caspase-11. PAO1 vyielded a significantly higher
response than IHMA, but the increase was not significantly different
in animals lacking caspase-1/caspase-11.

From these results, we conclude that IHMA can trigger neutrophil
recruitment almost in the same range as PAO1, and although the pres-
ence of ExIA and caspase-1/caspase-11 both contribute to this pro-
cess, they are not absolutely required, as high MPO activities were
also detected in IHMAAA-infected KO mice.

To examine any association between bacteria and neutrophils in
infected lungs, we analysed lung histological sections labelled with
anti-LPS antibody (for bacteria), and with Hoechst to identify neutro-
phils thanks to their characteristic nuclear shape. In infected lungs,
neutrophils infiltrated the alveoli and accumulated in the bronchi,
where they were associated with IHMA or IHMAAA bacteria
(Figure 8b), thus suggesting that neutrophils were actively inter-
nalising bacteria.

To characterise the phagocytic capacity of neutrophils in both
mouse strains, neutrophils were isolated from WT and KO mice and
were incubated with pHrodo Green Escherichia coli (dead E. coli

labelled with a dye which fluoresces green upon phagosome

acidification). Cells exposed to these bioparticles were then analysed
by flow cytometry. Similar percentages of fluorescence intensity were
recorded for both WT and KO neutrophils, indicating that they were
equally capable of internalising and processing bacteria (Figure 8c).

Pseudomonas aeruginosa's T3SS effectors have been reported to
induce neutrophil apoptosis, pyroptosis or necrosis (Diaz et al., 2008;
Diaz & Hauser, 2010; Rangel et al., 2014; Sun et al., 2012; Vareechon
et al., 2017). To investigate the capacity of IHMA to induce neutrophil
death, the survival of infected neutrophils was determined in kinetic
experiments. The numbers of remaining neutrophils were counted by
microscopy at several time points (Figure 8d). The area under the
curve (AUC) was plotted for each strain (PAO1, IHMA and IHMAAA)
for neutrophils from WT or KO mice (Figure 8e). Incubation with
IHMA and IHMAAA induced similar death patterns, with significantly
higher mortality than recorded in non-infected conditions and signifi-
cantly lower mortality than following exposure to PAO1. No differ-
ence between WT and KO neutrophils was detectable in any
condition, except with PAO1, to which KO neutrophils were slightly
less sensitive than WT neutrophils. This feature suggests that, unlike
IHMA, PAO1 can induce a low level of pyroptosis in this cell type, as
previously shown (Ryu et al., 2017). Hence, IHMA-induced a cell
death program in neutrophils that is independent of ExIA and does
not result from pyroptosis. This program could partly account for the
release of cytoplasmic proteins detected in BAL fluids (Figure 2d,e).

In addition to their phagocytic capacity, neutrophils can
immobilise and kill bacteria by forming neutrophil extracellular traps
(NETs), composed of chromatin and proteins from secretory vesicles
(Delgado-Rizo et al., 2017; Rosales, 2018). P. aeruginosa has been
shown to induce NET formation in various models (Dwyer
et al., 2014; Thanabalasuriar et al., 2019; Yoo et al., 2014; Young
et al, 2011). To examine whether IHMA-induced neutrophil death
was due to NET formation, infected neutrophils were labelled with
Hoechst, to reveal their DNA, and with anti-histone H2AX antibodies,
two markers of NETs (McDonald, Urrutia, Yipp, Jenne, &
Kubes, 2012). As illustrated in Figure 8f, multiple figures showing net-
works containing DNA and H2AX, which are typical of NETs, were
observed when neutrophils were infected with PAO1, IHMA or
IHMAAA. Thus, IHMA can induce NET formation, thereby contribut-

ing to bacterial elimination.

3 | DISCUSSION

Inflammasome activation is a powerful system to rapidly trigger the
inflammatory response in order to contain bacterial expansion. Experi-
ments in mice with different genetic backgrounds showed that mouse
strains where the immune response is delayed by only a few hours
eliminate bacteria less efficiently and have a poorer outcome than
mice mounting an earlier response (De Simone et al, 2014).
Inflammasome induction is crucial to eradicate internal pathogens,
such as Listeria monocytogenes (Sauer et al., 2011). However, uncon-
trolled inflammation may induce tissue damage and limit gas exchange

in lungs, because of overwhelming neutrophil accumulation and
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FIGURE 8 Neutrophil infiltration and activity in infected lungs. (a) Neutrophil content was monitored by measuring MPO activity in lung extracts
collected at 8 and 18 hpi. Data are plotted with the corresponding mean value. Significance of differences between WT and KO data were calculated
using the Mann-Whitney's test. Differences between bacterial strains in WT mice were significant according to a one-way ANOVA test; multiple
comparisons were performed using a Tukey's test and the results are indicated with a (*) or n.s. Differences were all significant relative to NI. (b) Paraffin
sections of IHMA-infected WT lungs were stained with haematoxylin-eosin to reveal morphological features (left), and with anti-LPS and Hoechst to
reveal bacteria and nuclei, respectively (right). Images represent bronchi (b) containing neutrophils. The insert shows bacteria associated with a
neutrophil at higher magnification. Similar data were obtained with KO mice and mice infected with IHMAAA (not shown). (c) Phagocytosis assay using
pHrodo Green E. coli. Neutrophils were incubated with the bioparticles for 1 hr, either at 4°C (inactive phagocytosis, used as control) or at 37°C (active
phagocytosis) before analysis by flow cytometry. (d,e) Neutrophils from WT or KO mice were incubated in an automated microscope with IHMA,
IHMAAA or PAO1 at MOI 10, or were uninfected (NI). Phase-contrast images (nine per condition) were acquired every 15 min for 5 hr. Neutrophil
numbers were counted using ImageJ and the means (+SD) were plotted as a function of time (d). (e) The areas under the curves (AUC) were calculated
and are represented as means + SD. Statistical analyses were performed as described for Figure 2. (f) To visualise NETosis, infected cells were labelled
with Hoechst for DNA (blue) and anti-H2AX antibodies (red). Intact neutrophils are only blue, and neutrophils subjected to NETosis are revealed by
spread chromatin labelled by both markers. All experiments on neutrophils were repeated at least twice, with similar results. MPO, myeloperoxidase
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excessive edema. In the mouse acute pneumonia model,
inflammasome ablation increased host survival following infection
with various T35S+ P. aeruginosa strains (Cohen & Prince, 2013; Faure
et al., 2014; Thakur, Barrett, Hobden, & Hazlett, 2004; Thakur,
Barrett, McClellan, & Hazlett, 2004). This effect was attributed to the
hyperinflamed status of the infected lungs when the inflammatory
caspases are present. This hypothesis was recently challenged by Wu
et al. (2019) who demonstrated that inflammasome activation triggers
intravascular coagulation, resulting in host death. In their study, these
authors showed that macrophage pyroptosis led to the formation of
microvesicles decorated with Tissue Factor, which initiates the extrin-
sic coagulation cascade. This process was demonstrated to exist for
both the T3SS-induced NLRC4 inflammasome, and non-canonical
activation of the inflammasome by caspase-11, and provides a major
insight into the surprising improvement in survival observed after
inflammasome inactivation.

Pseudomonas aeruginosa strains are known to be highly heteroge-
neous, especially in terms of virulence factors and release of bacterial
determinants (flagellin, pilin and LPS) stimulating inflammatory cyto-
kine expression via TLR activation. The IHMA strain studied herein
possesses pili and a flagellum (Reboud et al., 2016) and is indeed able
to stimulate IL-1B expression (Figures 1a and 4b).

Previous studies investigating the role of the inflammasome in
host immune reaction to P. aeruginosa, used T3SS+ strains activating
NLRC4 (Cohen & Prince, 2013; Faure et al., 2014; lannitti et al., 2016;
Schultz et al., 2002; Thakur, Barrett, Hobden, & Hazlett, 2004; Thakur,
Barrett, McClellan, & Hazlett, 2004; Veliz Rodriguez et al., 2012).
Here, we showed that inflammasome activation is also detrimental for
mice infected with an exIA+ strain, although a different inflammasome
is involved (NLRP3 vs. NLRC4) (Basso, Wallet, et al., 2017) and its
inactivation has a moderate effect on inflammatory mediators. Indeed,
IHMA-dependent inflammasome activation induced secretion of small
amounts of m-IL-1f in vitro and undetectable amounts in vivo
(Figures 1 and 4). Furthermore, caspase ablation resulted in only a
very small (albeit significant) relative decrease in neutrophil recruit-
ment, as measured by MPO activity (Figure 8a). Finally, inhibition of
IL-1R and the subsequent diminution of IL-6 synthesis did not modify
mouse survival curve profile (Figure 7). Likewise, our data support the
model proposed by Wu et al. (2019), rather than the hypothesis of
hyperinflammation-induced host death.

The precise role of caspase-11 in the immune response to patho-
gens remains elusive. Caspase-11 is not involved in IL-1p production
when mice are infected with a T35S+ strain (Cohen & Prince, 2013).
We previously showed that ExIA failed to induce pyroptosis when
macrophages lacked either NLRP3 or ASC (a central player of the
NLRP3 inflammasome) (Basso, Wallet, et al., 2017). As caspase-11
can induce pyroptosis independently of NLRP3, our previous in vitro
data excluded a role for caspase-11 in ExIA-induced pyroptosis.
Therefore, it is probable that caspase-11 was not activated by ExIA in
alveolar macrophages and did not contribute to NLRP3-dependent IL-
1B activation either. However, caspase-11 was shown to induce
pneumocyte lysis (Wang et al., 2018). Thus, caspase-11 deficiency

may also contribute to the improved mouse survival observed in

infected caspase-1/caspase-11 KO mice by limiting pneumocytic
lesions.

As for the T3SS+ bacteria, the capacity of exIA+ strains to induce
inflammasome assembly is highly variable and independent of its tox-
icity on non-immune cells. In a previous study, we showed that the
hypervirulent strain CLJ1, which secretes high levels of ExIA but dis-
plays no flagellum nor type 4 pili, can grow in mouse lungs while
remaining relatively non-immunogenic (Bouillot et al., 2017). In con-
trast, the IHMA bacterial population remained relatively stable in the
lungs and dramatically increased pro-IL-1f level, hence priming the
expression of a major inflaimmasome substrate, as well as other
inflammatory cytokines (including TNF-a and IL-10). As mentioned
above, no m-IL-1p was detectable in IHMA-infected lungs (Figure 4b).
Nevertheless, IL-1p is a very potent cytokine, acting at vanishingly
low concentrations on cells (Garlanda et al., 2013). In addition, IL-1a,
interacting with the same receptor as IL-1p, was massively produced
in IHMA-infected lungs and was probably the main contributor of the
enhancement of IL-6, IL-17a and KC production (Figure 5), thereby
amplifying the inflammatory reaction. In addition to caspase-1/
caspase-11, ExIA is absolutely required for IL-17a and KC synthesis,
as they were not induced by IHMAAA (Figure 5), indicating that the
TLRs are not involved in the induction observed.

Furthermore, our data show that ExIA per se, possibly through
pore formation, can stimulate pro-IL-18 and IL-6 production
(Figure 5). Two PFTs, staphylococcal Panton-Valentine leukocidin and
Listeriolysin O from Listeria monocytogenes (Kayal et al., 2002; Ma,
Chang, Zhang, Zhou, & Yu, 2012), were shown to induce a stress
response that can activate NF-xB, thereby inducing an inflammatory
response not relying on TLR activation. Hence, ExIA may use a similar
pathway to stimulate pro-IL-1p and IL-6 synthesis.

IL-10 is known to improve lung injury and survival in P. aeruginosa
pneumonia (Chmiel et al., 1999; Guilbault et al, 2002; Sawa
et al., 1997). The production of IL-10 in IHMAAA-infected lungs, from
8 hpi, further indicates that the inflammation was promptly defused
when mice were infected with IHMAAA, thereby preventing collateral
damage to tissues. In contrast, IL-10 remained undetectable at 18 hpi
in IHMA-infected lungs, suggesting that inflammation was still very
active at this time point. In comparison, PAO1-infected lungs con-
tained high IL-10 levels at 18 hpi, meaning that the inflammatory
response was tempered at this stage. Thus, the pro-inflammatory
phase may last longer with IHMA than with PAO1.

Neutrophils were massively recruited to IHMA-infected lungs,
even in the absence of ExIA and the inflammatory caspases
(Figure 8a). This result suggests that neutrophil recruitment mainly
relies on secretion of TNF-a, or other untested cytokines, as levels of
IL-6, IL-17a and KC remained low in the absence of both ExIA and the
caspases. However, the presence of either the toxin or the caspases
significantly increased lung MPO levels, in line with the known pro-
inflammatory action of these cytokines.

IHMA and IHMAAA bacteria were found associated with neutro-
phils in infected lung sections (Figure 8b). Part of the bacterial popula-
tion was probably located inside neutrophils, as suggested by the

insert image. Neutrophils from WT and KO mice were equally
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competent for phagocytosis (Figure 8c), confirming previous data
showing that inflammasome activation is not necessary for extracellu-
lar killing of bacteria, whereas it is required for the elimination of intra-
cellular bacteria (Cohen & Prince, 2013). In addition, both IHMA and
IHMAAA induced NETosis of WT and KO neutrophils (Figure 8d-f),
thus providing neutrophils with another opportunity to kill this bacte-
rial strain. PAO1 induced a stronger NETosis response, although it
thrives better in the lungs. This apparent discrepancy is consistent
with a recent report showing that PAO1 can evade the antimicrobial
activity of NETs by secreting a DNAse (EddB) and a phosphatase
(EddA) that both contribute to the bacteria's defence against killing
(Wilton, Halverson, Charron-Mazenod, Parkins, & Lewenza, 2018).
The genes encoding these two enzymes are also present in IHMA,; fur-
ther work will be required to clarify whether these enzymes are
expressed in this strain and mount a similar defensive mechanism.

The pathogenic role of ExIA was confirmed in this study. As previ-
ously shown, ExIA is the major factor causing exIA+ strain virulence, as
all IHMAAA-infected mice survived (Figure 2a). Images of alveoli with
partial pneumocytic lining were frequently observed when ExIA was
present, but never seen in lungs infected with IHMAAA or PAO1
(Figure 2c). Furthermore, IHMAAA bacterial loads rapidly decreased in
lungs, and bacteria did not spread to other organs in mice (Figure 3).
ExIA is thus responsible for multiple pathogenic actions of IHMA. It is
noteworthy that IHMA could be pathogenic and induced lethality
without any notable increase in bacterial burden.

Similarly, IHMA can induce death in three different cell types in
the infected lungs: (a) it induces ExIA-dependent necrosis of
pneumocytes, which causes tissue lesions and increases pulmonary
barrier permeability, (b) it can induce neutrophil death by the forma-
tion of NETs, and (c) it triggers macrophage pyroptosis, leading to
increased host lethality by a process that is probably independent of
an excessive inflammatory response (Figure 9).

This study also showed that exIA+ strains—when they activate
the innate immune response—are poorly adapted to an inflammatory

environment; these strains are less resistant to the action of

Pneumocyte

ExIA-dependent
necrosis

Tissue lesions
Increased barrier permeability

ExIA-independent
Netosis

Bacterial
killing

phagocytic cells, possibly because they have developed fewer coun-
teracting mechanisms than T3SS+ strains.

In conclusion, whatever the pathway and the level of
inflammasome activation by P. aeruginosa, activation of the inflamma-
tory caspases is detrimental for the host. Therefore, targeting the
inflammatory caspases may be beneficial for hosts infected by any

strains of P. aeruginosa.

4 | EXPERIMENTAL PROCEDURES

41 | Ethics statement

All protocols in this study were conducted in strict compliance with
the French guidelines for the care and use of laboratory animals. The
protocols for mouse infection were approved by the institutional ani-
mal research committee (CETEA#44, project number 13-024 and
20-033) and the French Ministry for Research.

4.2 | Pseudomonas aeruginosa strains and culture

The strains used in this study (15 exIA+ strains and
IHMA879472AexIA) are described elsewhere (Basso, Ragno,
et al,, 2017; Reboud et al., 2016). IHMA879472 genome sequence
has been published recently (Kos et al, 2015). Reference strains
PAO1 and PA14 were used for comparison. Bacteria were grown in
liquid LB medium at 37°C with agitation until the cultures reached an
optical density at 600 nm of 1.0.

43 | Production of BMDMs

BMDMs were prepared from the femurs and tibias of C57BI/6 mice
and differentiated as previously described (Basso, Wallet, et al., 2017).

IHMA

o <

Neutrophil

Macrophage
|

ExIA-dependent
pyroptosis
[ ]

Increased host lethality

FIGURE 9 Action of exlA+ P. aeruginosa on pneumocytes, neutrophils and macrophages IHMA induces death of three cell types present in
the lung. ExIA triggers pneumocyte necrosis, which induces the rupture of the alveolo-capillary barrier. IHMA promotes neutrophil NETosis,
independent of ExIA action, as a response to bacterial invasion. ExIA promotes macrophage pyroptosis via NLRP3 activation
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BMDMs were grown in bone marrow differentiation media: RPMI
1640 (Gibco) supplemented with 20% fetal bovine serum (Lonza),
2 mM glutamine (Gibco), 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomy-
cin (Gibco) and 10% L929-cell conditioned medium (LCCM) at 37°C,
5% CO, in non-tissue culture-treated dishes. Four days later, 10 mL
of fresh differentiation medium was added and cultures were incu-
bated for an additional 3 days. Twenty-four hours before exposure to
bacteria, BMDMs were resuspended in BMDM culture medium (RPMI
1640 supplemented with 10% fetal bovine serum, 5% LCCM and
2 mM L-Glutamine).

44 | Analysis of IL-1p in infected BMDM lysates
and supernatants

Cells were infected for 3.5 hr at MOI 10 with the bacterial strains.
Then, supernatants were collected and cellular lysates were prepared.
Both were analysed for their IL-1f contents by Western blotting using
the anti-mouse IL-1p from R&D Systems (AB-401-NA). The B-actin
antibody was used for loading control of the lysates. IL-1f concentra-

tions in supernatants were measured by ELISA (BioLegend).

4.5 | Mouse pulmonary infection

Pathogen-free C57BI/6 (WT) mice were obtained from Charles River
Laboratories and C57BI/6 caspase-1/caspase-11 double knockout
(KO) mice were kindly provided by Thomas Henry (Ciri, Lyon). Animals
were housed and mated in the institute's animal care facility. Both males
and females were used in equilibrated ratios. Bacteria from exponential
growth (ODg¢go = 1.0) were centrifuged and resuspended in sterile PBS
at 1.67 x 10® per mL for PAO1 and 3.33 x 10® per mL for IHMA and
IHMAAA. Mice (8-10 weeks) were anaesthetised by intraperitoneal
administration of a mixture of xylazine (10 mgKg™) and ketamine
(50 mg.Kg™2). Then, 30 pL of bacterial suspension (5 x 10° for PAO1
and 1 x 107 for IHMA/IHMAAA) were deposited in the animal's nostrils.

To study survival rates, mice were inspected six times per day;
moribund mice were considered dead and were euthanized by CO,
inhalation. Experiments were stopped at day 5.

To investigate various infection parameters, mice were eutha-
nized at 8 or 18 hpi, as indicated. Lungs, liver, and spleen were iso-
lated and homogenised in PBS with a Polytron. When indicated,
anakinra (Kineret from SOBI laboratories), was injected IP at 10 mg/kg
1 hr prior infection and then daily.

These in vivo experiments were performed only once; the results
obtained with all mice used in these experiments are presented in the

figures.

4.6 | Analysis of organ homogenates

The presence of caspase-1 was examined by Western blotting using an
appropriate antibody (Santa Cruz Biotechnology; sc-56036). Bacterial

colony-forming units (CFU) were determined by plating serial dilutions
and counting colonies on Pseudomonas Isolation (Difco) Agar plates.
The CFU were calculated for the total organ. IL-1a, IL-1, IL-6, IL-10,
IL-17a and TNF-a levels were measured using the corresponding ELISA
kits from BiolLegend; KC levels were determined using the ELISA kit
from R&D Systems and IL-18 by the LEGENDplex bead-based immuno-
assay from BiolLegend. IL-1f was analysed by Western blotting as
above, and membranes were reprobed with an anti-p-actin antibody to
allow signal normalisation (Sigma-Aldrich A1978). MPO activity was
determined using the Myeloperoxidase Fluorometric kit from Enzo Life

Sciences. All dosages were performed once in triplicate.

4.7 | Analysis of BALs

BALs were collected at 18 hpi by flushing the lungs of euthanized and
intubated mice with 0.5 mL PBS (three times). The fluids collected
were pooled, centrifuged and the supernatants were aliquoted, snap-
frozen and stored at —80°C. Protein concentration in the supernatants
was measured using the BCA kit from Thermo Scientific. The presence
of B-actin was determined by Western blot analysis, as above. Lactate
dehydrogenase (LDH) activity in BAL supernatants was assayed using
the Cytotoxicity Detection kit (Roche) and IL-1a was measured by
ELISA as above. Dosages were performed once in triplicate.

4.8 | Transmission electron microscopy

For electron microscopy, mice euthanized at 18 hpi were rapidly per-
fused intracardially with NaCl 0.9%/heparin 20 U/mL and then with a
fixative solution (paraformaldehyde 2%/glutaraldehyde 2%). Lungs
were minced in small pieces (about 1 mm?®) and prepared for electron
microscopy as previously described (Bouillot et al., 2017). For transmis-
sion electron imaging, 80-nm sections, collected on formvar-coated
copper grids, were observed under an FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin
transmission electron microscope operating at 120 kV using an Orius
SC1000B CCD camera. Two mice were analysed per bacterial strain.

4.9 | Histological analysis

The histology of infected organs was examined. Organs were fixed,
paraffin-embedded, and sections were prepared and stained with
haematoxylin-eosin for morphological examination. Bacteria were
labelled with an anti-LPS antibody (Acris Antibodies BP2235) and
nuclei were counterstained with Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich).
Slides were observed under an Axioplan Zeiss microscope.

4.10 | Mouse neutrophil isolation

Neutrophils were isolated from bone marrow using established proce-
dures (Swamydas & Lionakis, 2013). Briefly, mice were euthanized
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with 180 mg/Kg of Dolethal. Blood was collected by cardiac puncture
and the serum was recovered. Bone marrow was harvested from
femurs and tibias to isolate neutrophils. Neutrophils were purified on
a Ficoll Paque Plus gradient (GE Healthcare). Purity (>90%) was deter-
mined by fluorescence microscopy after labelling nuclei with Syto
24 (Life Technology).

To assess NETosis, purified neutrophils were incubated for 3 hr
with bacteria, then fixed and labelled with Hoechst and anti-H2AX
antibodies (Millipore 07-727). The experiment was performed
twice.

To monitor the phagocytic capacity of neutrophils, purified neu-
trophils were first labelled with the fluorescent DNA binding probe
DRAQ5 (Life Technology) to exclude any non-lysed erythrocytes from
the analysis. Then, cells were incubated with E. coli pHrodo Green (Life
Technology) for 1 hr at 4 or 37°C in presence of 5% autologous serum.
They were subsequently labelled at 4°C with an anti-Ly6G antibody
conjugated with phycoerythrin (Becton Dickinson, 551461). Finally,
cells (30,000) were analysed using a BD FACSCalibur, and the pHrodo
Green fluorescence intensity was monitored on DRAQ5+/Ly6G+ cells

(i.e. neutrophils).

411 | Time-lapse microscopy and data analysis
Kinetic experiments were performed on an IncuCyte live-cell micro-
scope (Sartorius). Purified neutrophils were exposed to bacteria in a
chamber at 37°C with CO,, and phase-contrast images were automat-
ically acquired every 15 min for up to 5 hr to monitor the progressive
loss of intact neutrophils. Images were analysed with ImageJ software
to determine the number of intact neutrophils at each time point.
Nine images were collected per condition. The experiment was per-
formed three times.

412 | Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software
(v. 7.00). All quantitative data were analysed by applying Shapiro-
Wilk's normality test. In order to not overload the figures and to
show only the relevant comparisons, we compared (a) the WT ver-
sus KO data for each strain and (b)the data between strains only in
WT mice. The comparison of data between strains for the KO mice
were not calculated. Significance of differences between data for
WT and KO mice was determined using Student's or Mann-Whit-
ney's tests (as indicated in the legends), depending on the result of
the normality test. Significance of differences between data from
the three strains and non-infected control in WT mice was deter-
mined using a one-way analysis of variance (ANOVA) test, as all data
from WT mice had a normal distribution; p < .001 for all data. For
multiple comparisons, a Tukey's test was used. (*) indicates a p < .05
and n.s. indicates a non-significant difference. For clarity, signifi-
cance relative to uninfected controls is only shown when non-

significant.
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Identification d'une nouvelle protéine eucaryote essentielle pour la
localisation membranaire de la toxine ExoU de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négative opportuniste, responsable de
differents types d'infections, et notamment de maladies nosocomiales. Les infections aigués
causées par ce pathogéne sont dues a un large panel de facteurs de virulence, dont le plus
agressif est un systeme de sécrétion de type Ill. Parmi les quatre effecteurs injectés par ce
systeme dans le cytoplasme des cellules cibles, ExoU est le plus cytotoxique. Les souches
ExoU™ sont associées aux pathologies les plus séveres et a une multirésistance aux antibiotiques
plus élevée. La toxine posséde une activité phospholipase qui induit une nécrose cellulaire apres
rupture de la membrane plasmique. Cependant, le trafic de la toxine dans les cellules hotes pour
atteindre la membrane plasmique n’est pas connu.

Dans ce travail, j’ai recherché des partenaires eucaryotes d’ExoU en réalisant un criblage
génétique sur I’ensemble du génome humain, mettant en ceuvre le systéme CRISPR-Cas9. J’ai
ainsi identifié le gene codant pour une protéine co-chaperone appelée DNAJCS. Cette protéine,
localisée a la surface des endosomes tardifs, est impliquée dans un systeme de sécrétion non-
conventionnel permettant le relargage de protéines cytosoliques mal repliées. Nous démontrons
dans des modeles cellulaires et chez la drosophile, que lI'absence de DNAJC5 confére une
résistance a la nécrose induite par des souches ExoU*. Dans le cytoplasme, la toxine est
localisée a la membrane des vésicules DNAJC5". Des mutations dans le géne DNAJC5,
empéchant le trafic des endosomes tardifs DNAJC5* vers la membrane plasmique, entravent
¢galement la localisation d’ExoU a ce niveau et inhibent sa cytotoxicité. Nous concluons,
qu'une fois administrée dans le cytoplasme de la cellule héte, ExoU utilise des vésicules
DNAJCS5", pour étre transportée a la membrane plasmique, un processus strictement nécessaire
a la nécrose cellulaire induite par la toxine.

Mots clés: Pseudomonas aeruginosa, infection, T3SS, ExoU, DNAJC5 (CSPa)

Identification of a new eukaryotic protein essential for the membrane
localization of ExoU toxin from Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic Gram-negative bacterium, responsible for
different types of infection, in particular for nosocomial diseases. The acute infections caused
by this pathogen are promoted by a broad panel of virulence factors; the most aggressive one
being the Type 111 Secretion System. Among the four effectors injected by this system into the
cytoplasm of target cells, ExoU is the most cytotoxic one. ExoU™ strains are associated with the
most severe pathologies and to higher multiresistance to antibiotics. The toxin possesses a
phospholipase activity inducing cell necrosis upon plasma membrane rupture. However, the
trafficking of the toxin in host cells to reach the plasma membrane is unknown.

In this study, I aimed at identifying ExoU host partners, using a genome-wide screen employing
the CRISPR-Cas9 system. Likewise, | identified the gene encoding a co-chaperone protein,
named DNAJCS. This protein, located at the surface of late endosomes, is involved in an
unconventional secretion pathway required for the release of misfolded cytosolic proteins.
Using human cellular models, as well as Drosophila, we demonstrate that lack of DNAJC5
confers resistance to ExoU" strain infection. In the host cytoplasm, the toxin localizes at the
surface of DNAJC5" vesicles. Mutations in DNAJC5 gene, preventing vesicle trafficking to the
plasma membrane, also impede ExoU targeting to the plasma membrane and inhibit its
cytotoxicity. We conclude that, once delivered into the host cell cytoplasm, ExoU uses
DNAJC5" vesicles to be transported to the plasma membrane, a process strictly required for
ExoU-induced cell necrosis.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, infection, T3SS, ExoU, DNAJC5 (CSPa)



	Chapitre 1
	Présentation de l’espèce Pseudomonas aeruginosa
	A- Caractéristiques du genre Pseudomonas
	B- Pseudomonas aeruginosa, un pathogène opportuniste qui s’adapte à son milieu
	C- Mode de vie de P. aeruginosa
	D- Les infections à P. aeruginosa
	1- Les sites d’infection à P. aeruginosa et les facteurs de risques associés
	2- Les infections nosocomiales
	3- Les infections aigües
	i- Les pneumonies
	ii- Infections des voies urinaires
	iii- Bactériémie
	iv- Autres infections aigües

	4- Les infections chroniques
	i- Infection des patients atteints de mucoviscidose
	ii- Autres infections chroniques causées par P. aeruginosa

	5- La résistance aux antibiotiques

	E- Déclenchement du système immunitaire par P. aeruginosa
	Chapitre 2
	Les facteurs de virulence de P. aeruginosa
	A- Le flagelle
	1- Structure du flagelle
	2- Importance du flagelle dans la mobilité
	3- Importance du flagelle dans l’infection

	B- Les pili de type IV
	1- Structure des pili de type IV
	2- Importance des pili de type IV dans la mobilité
	3- Importance des pili au cours de l’infection

	C- Le système de sécrétion de type 2
	1- Structure du SST2
	2- Les principaux effecteurs du SST2 de type Xcp
	i- La protéase LasB
	ii- La protéase LasA
	iii- L’exotoxine A ou ToxA
	iv- Les phospholipases C

	3- Importance du SST2 au cours de l’infection

	D- Le système de sécrétion de type 3
	1- Structure du SST3
	2- Le contrôle de l’expression du SST3
	3- Les effecteurs du SST3
	i- ExoU
	ii- ExoS
	iii- ExoT
	iv- ExoY

	4- Importance du SST3 au cours de l’infection

	E- Les autres systèmes de sécrétion
	1- Le système de sécrétion de type 1
	2- Le système de sécrétion de type 5
	3- Le système de sécrétion de type 6

	F- Les autres facteurs de virulence
	1- Les lipopolysaccharides
	2- Les chromophores
	3- Les rhamnolipides

	G- Coordination des facteurs de virulence de P. aeruginosa au cours d’une infection
	1- Investigation et colonisation des surfaces grâce au flagelle et aux pili de type 4
	2- Coopération des facteurs de virulence pour la traversée des barrières tissulaires

	Chapitre 3
	ExoU et ses cofacteurs eucaryotes
	A- ExoU est une phospholipase A2 bactérienne
	1- Les différents domaines de la toxine
	2- Le complexe ExoU-SpcU avant l’injection de la toxine dans les cellules
	3- Similarités entre le domaine PLP d’ExoU et celui des PLA2 eucaryotes
	i- Les différentes PLA2 eucaryotes
	ii- Homologies entre ExoU et les cPLA2 et iPLA2 eucaryotes


	B- Interaction d’ExoU avec le PIP2 et activation du domaine catalytique
	1- Présentation du PIP2
	2- Le PIP2 interagit avec ExoU et permet d’activer son activité phospholipase
	3- Le domaine C-terminal d’ExoU interagit avec le PIP2 et permet de localiser la toxine à la membrane plasmique
	4- Changements conformationnels permettant l’activité cytotoxique d’ExoU

	C- Oligomérisation de la toxine dans les cellules eucaryotes
	D- Interaction d’ExoU avec l’ubiquitine et les protéines ubiquitinylées
	E- Importance d’ExoU au cours de l’infection
	1- Induction de la réponse inflammatoire de l'hôte par ExoU
	2- Conséquences de l’intoxication des cellules hôtes par ExoU

	F- Inhibiteurs d’ExoU
	G- Homologues d’ExoU
	Chapitre 1
	ExoU exploite le trafic vésiculaire dirigé par DNAJC5 pour se localiser à la membrane plasmique
	A- Introduction
	1- Présentation de la protéine DNAJC5
	2- Rôle de DNAJC5 dans l’activité d’ExoU

	B- Publication
	C- Résultats complémentaires
	1- Interaction entre ExoU et DNAJC5
	i- Co-immunoprécipitation entre les deux protéines
	ii- Visualisation par la technique HTRF
	iii- Docking possible entre DNAJC5Nter et ExoU
	iv- Gel filtration et « pull-down » avec DNAJC5 et ExoU

	2- Implication du domaine Cter d’ExoU dans l’interaction avec les vésicules
	3- Rôle de DNAJC5 dans l’ubiquitinylation d’ExoU
	4- Conclusion

	Chapitre 2
	Identification du récepteur cellulaire d’ExlA
	A- Introduction
	B- Identification des ARNg surreprésentés suite à des infections avec une souche ExlA+
	C- Mutation des gènes codant pour les récepteurs potentiels d’ExlA
	D- Conclusion
	Chapitre 3
	Développement d’un test ELISA pour la détection d’ExlA
	A- Introduction
	B- Présentation du test ELISA en sandwich
	C- Expériences préliminaires avec les anticorps polyclonaux
	D-  Test ELISA avec des échantillons in vitro
	E- Test ELISA avec des échantillons in vivo
	F- Conclusion
	A- Le rôle joué par DNAJC5 dans le mécanisme d’activation d’ExoU
	B- Vers une meilleure compréhension du mécanisme d’action d’ExlA
	Chapitre 1
	Interaction entre ExoU et DNAJC5
	A- Construction de la souche exprimant la toxine ExoU-HA
	B-  Sécrétome bactérien avec induction du SST3
	C- Co-immunoprécipitation
	D- Production des protéines recombinantes
	E- Chromatographie d’exclusion
	F- Pull-down avec les protéines exprimées séparément
	G- Pull-down avec les protéines co-exprimées
	H- Test HTRF pour quantifier l’interaction entre ExoU et DNAJC5
	1- Préparation des contrôles
	2- Préparation des échantillons testés
	3- Évaluation de l’interaction entre les protéines

	Chapitre 2
	Criblage avec la toxine ExlA
	A- Infection des cellules A549-CRISPR avec ExlA
	B- Extraction, séquençage et analyse d'ADN génomique
	C- Inhibition des gènes sélectionnés
	1- ARNg ciblant les gènes identifiés
	2- Préparation des particules lentivirales contenant les ARNg

	D- Production de cellules déficientes pour les gènes d’intérêt
	E- Test de cytotoxicité des cellules mutées
	Chapitre 3
	Protocoles pour le test ELISA
	A- ELISA direct avec les anticorps polyclonaux
	B- ELISA en sandwich avec les anticorps polyclonaux et monoclonaux
	C- Caractéristiques des expectorats de patients infectés
	Inflammasome activation by Pseudomonas aeruginosa's ExlA pore-forming toxin is detrimental for the host
	1  INTRODUCTION
	2  RESULTS
	2.1  Inflammasome activation in macrophages by exlA+ strains
	2.2  Inflammasome activation is detrimental for mice infected with the IHMA strain
	2.3  Bacterial growth and dissemination
	2.4  Mature-IL-1β is undetectable in IHMA-infected lungs, but IL-1α is highly produced
	2.5  Induction of pro-inflammatory cytokines by IHMA
	2.6  Blocking IL-1 receptor has no impact on IHMA-infected mouse survival
	2.7  Neutrophil recruitment and activity in IHMA-infected lungs

	3  DISCUSSION
	4  EXPERIMENTAL PROCEDURES
	4.1  Ethics statement
	4.2  Pseudomonas aeruginosa strains and culture
	4.3  Production of BMDMs
	4.4  Analysis of IL-1β in infected BMDM lysates and supernatants
	4.5  Mouse pulmonary infection
	4.6  Analysis of organ homogenates
	4.7  Analysis of BALs
	4.8  Transmission electron microscopy
	4.9  Histological analysis
	4.10  Mouse neutrophil isolation
	4.11  Time-lapse microscopy and data analysis
	4.12  Statistical analyses

	ACKNOWLEDGEMENTS
	  CONFLICT OF INTEREST
	  AUTHOR CONTRIBUTIONS
	REFERENCES


