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Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif, ubiquitaire avec une
capacité considérable a s’adapter a divers environnements (eaux, sols, animaux, plantes...).
Cette bactérie est également un pathogéne opportuniste capable de provoquer de

nombreuses infections chez 'homme.

Comme la plupart des organismes vivants, P. aeruginosa a besoin de fer pour sa
croissance. Or, le fer est un élément trés peu biodisponible dans I'environnement microbien.
Pour l'acquérir, P. aeruginosa a développé diverses stratégies dont de nombreuses basées
sur l'utilisation de petites molécules chélatrices de fer, appelées sidérophores. P. aeruginosa
produit et sécréte deux sidérophores différents : la pyoverdine (Pvdl) et la pyochéline (Pch).
Ces sidérophores vont étre sécrétés dans le milieu environnant de la cellule, et vont chélater
le fer ferrique libre. Les complexes sidérophores-Fer sont ensuite reconnus a la surface de la
bactérie par des transporteurs spécifiques pour étre ensuite internalisés. Les voies d’'import
de ces complexes sidérophores-Fer vont impliquer de nombreux acteurs protéiques différents
selon les voies, ainsi qu’une régulation trés fine au niveau moléculaire. Durant cette thése,
nous nous sommes intéressés a I'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans

I'acquisition du fer par le sidérophore Pvdl.

La de ce manuscrit sera une synthése bibliographique divisée en
plusieurs chapitres. Le premier chapitre décrira P. aeruginosa et ses facteurs de virulence. Le
second chapitre se concentrera sur les voies d’acquisition du fer par les sidérophores chez les
bactéries a Gram négatif. Le chapitre Ill détaillera les voies d’'import du fer par les sidérophores
Pvdl et Pch chez P. aeruginosa et le chapitre IV les autres stratégies d’acquisition du fer
développées par ce pathogéne. Enfin, le dernier chapitre de la synthése bibliographique
analysera les mécanismes de régulation impliqués dans I'homéostasie du fer chez P.

aeruginosa.

La de ce manuscrit sera consacrée aux résultats obtenus pendant
cette thése ainsi que les perspectives qui en découlent, suivie d’'une consacrée
a la discussion générale. La de cette thése résumera les méthodes utilisées

pour les expériences réalisées dans le cadre de ce travail.
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Chapitre | :
Pseudomonas aeruginosa




a. Généralités

L’organisme modéle étudié au laboratoire est Pseudomonas aeruginosa, un bacille a Gram
négatif observé pour la premiere fois dans un contexte militaire. Au milieu du XIX® siécle, le
chirurgien Dr. Charles Emmanuel Sédillot remarqua un écoulement bleu/vert des infections
des plaies de soldats qu’il associa avec la présence d’'un agent infectieux. Le pigment
responsable de la couleur des plaies fut isolé en 1860, mais il faudra attendre 1882 pour que
le Docteur Carle Gessard isole complétement la bactérie, qui s’avérera étre P. aeruginosa.
Les premieres observations d’infections aigués et chroniques corrélées a cet agent infectieux
datent de 1916 (Freeman, 1916). Depuis, les études concernant ce micro-organisme n’ont
cesse d’évoluer et les mécanismes moléculaires associés a sa physiologie et sa virulence ont
été de vastes sources d’études.

Ce bacille mesure entre 1 et 5 ym et posséde au moins un flagelle polaire ( ). La
coloration de Gram révele que P. aeruginosa est une bactérie a coloration de Gram négatif,
c'est-a-dire possédant une double paroi: une membrane cytoplasmique ainsi qu’'une
membrane externe, séparées par un compartiment appelé périplasme. Les membres de la
famille de Pseudomonas produisent différents pigments colorés qui vont étre caractéristiques
de I'espéce ( )-

Concernant son mode de respiration, P. aeruginosa favorise la respiration en aérobie, mais
dans des conditions ou I'oxygéne est trés limité, P. aeruginosa est aussi capable de faire de

'anaérobie en utilisant des nitrite ou nitrate comme substrats (Davies et al., 1989).

& - { £

Souche PAO1

T -

- . 1
e s
4 e R

A gauche, représentation en microscopie électronique d’'une cellule de P. aeruginosa
PAO1 cultivée sur milieu gélosé pour étude de la motilité (swarming). Grossissement X10 400, la barre
noire représentant 5 um. D’'aprés (Rashid & Kornberg, 2000). A droite, différents pigments que peuvent
produire des souches différentes de Pseudomonas : certaines souches synthétisent un pigment bleu,
la pyocyanine, et un pigment vert, la pyoverdine, spécifiques aux Pseudomonas fluorescents comme P.
aeruginosa. Certaines souches de Pseudomonas peuvent ne pas étre pigmentées ou produire des
pigments rouge et noir, comme la pyorubine et la pyomélanine, respectivement (Photos et informations
de Katy Jeannot et Thomas Guillard dans un rapport 2019 de la Société Frangaise de Microbiologie).
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Au laboratoire, nous étudions précisément la souche P. aeruginosa PAO1. Le génome de P.
aeruginosa PAO1, séquenceé intégralement en 2000, mesure environ 6,3 millions de paires de
bases (Mbp), ce qui est remarquablement plus élevé que la plupart des bactéries avec pas
moins de 5 570 cadres ouvert de lecture prédits (Stover et al., 2000) ( )- Au moins
500 génes codent pour des éléments de régulation et environ 370 sont impliqués dans la
virulence bactérienne. Ceci indique que ce micro-organisme posséde une grande capacité a
s’adapter et s’établir trés facilement et rapidement a un large panel d’environnements qu’ils

soient naturels (environnement comme I'eau ou le sol) ou artificiels (matériel médical).

P. aeruginosa
6,264,403 bp

Méme si P. aeruginosa est retrouvé dans diverses environnements, il est retrouvé
majoritairement prés des zones a activité humaine (Crone et al., 2019). P. aeruginosa est
impliqué dans diverses infections chez des patients dont le systéeme immunitaire est affaibli,
ce qui définit cette bactérie comme un pathogéne opportuniste ( ). P. aeruginosa
est responsable jusqu’a 20 % des infections nosocomiales et peut provoquer des infections
létales. Plusieurs aspects du métabolisme de P. aeruginosa expliquent une colonisation facile
et son établissement durable chez I'h6te, notamment :

- Sa capacité a sécréter de nombreux facteurs de virulence facilitant la colonisation de I'hote
et la compétition avec d’autres bactéries,

- Sa capacité a s’adapter aux conditions de stress et a former des biofilms,

- Sa résistance aux antibiotiques qui ne cesse de croitre et de se propager,

- Sa capacité a acquérir par différentes stratégies des nutriments en conditions difficiles,

comme le fer notamment.



*La mucoviscidose est une maladie génétique causée par la mutation des deux copies du géne CFTR
qui entraine la formation d’'une couche de mucus épais dans les voies respiratoires. La présence de ce
mucus empéche la clairance mucociliaire et favorise l'installation de bactéries notamment P.
aeruginosa. Tableau adapté de (Gellatly & Hancock, 2013).

Infection Patients a risque
Urinaire Personne avec cathéter
Bactériémie Immunodéficient (personnes infectées par le
VIH...)
Pneumonie/Infection respiratoire Personnes agés, personnes atteintes de la

mucoviscidose*

Cornée Porteur de lentilles de contact, contamination
des solutions de lavage des lentilles

Pied diabétique Diabétiques
Peau et tissu inferieur Grand brlés, infection post-opératoire

b. Définition du biofilm

La capacité de P. aeruginosa a se développer sous forme de biofilm est un élément important
de sa pathogénése et il me paraissait important de rappeler brievement cette particularité. Le
biofim a été décrit comme «un assemblage de micro-organismes et de produits
extracellulaires associés, attachés a une surface abiotique ou biotique » (Citation de M.E
Davey et G.A. O'Toole). Le biofilm est une adaptation du mode de vie des bactéries leur
permettant de se protéger des pressions extérieures et donc leur survie dans des
environnements hostiles. C’est notamment le cas dans les poumons de patients atteints de
mucoviscidose lors d’une thérapie antibiotique agressive et en présence d’une réponse
immunitaire forte du patient (Folkesson et al., 2012; Stewart & William Costerton, 2001).
Brievement, la formation d’un biofilm commence par I'adhésion d’une ou plusieurs bactéries a
une surface biotique ou abiotique. L'approche de la surface nécessite la mobilité fournie par
les flagelles, puis I'adhésion nécessite la présence d’appendices de type fimbriae et pili de
type IV a la surface du micro-organisme (O'Toole & Kolter, 1998). Les bactéries vont ensuite
proliférer et former une micro-colonie (phase de prolifération). Suit ensuite une étape de
maturation ou les cellules vont excréter des facteurs conduisant a la formation autour de la
micro-colonie d’'une matrice extracellulaire composée principalement d’exopolysaccharides,
de protéines et d’acides nucléiques. L’accumulation de ces éléments conduit a la formation
d'un biofilm mature. Certaines bactéries peuvent se détacher du biofilm afin de coloniser
d’autres surfaces (phase de dispersion) (Paolozzi et al., 2015) ( ).

Les bactéries présentes dans le biofilm possédent un métabolisme et un phénotype trés

différents des cellules planctoniques : leur métabolisme est ralenti et leur virulence est
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amoindrie. Toutes ces caractéristiques leur conférent une longévité accrue au sein de I'héte
et promeut I'apparition d’infections chroniques. La résistance aux agents antimicrobiens est

augmentée dans le cas des biofilms (Costerton et al., 1999; Drenkard, 2003).

Cellules planctoniques

—~

Matrice extracellulaire

RN

= E=8

Surface | Attachement Prolifération Maturation Dispersion |

. Adapté d’'apres (Alav et al., 2018).

c. Infection a P. aeruginosa : exemple de la mucoviscidose.

P. aeruginosa est I'une des bactéries les plus retrouvées dans les infections respiratoires chez
les patients hospitalisés. Elle est également la cause majeure de mortalité chez les patients
atteints de mucoviscidose. L’interaction de P. aeruginosa avec les patients atteints de
mucoviscidose est décrite comme un processus en deux étapes. Le premier stade correspond
a la colonisation des poumons des malades par des bactéries, stade qui est alors associé a
des infections aigués. Le second stade consiste en I'apparition de bactéries persistantes
produisant différents facteurs promouvant la formation de biofilm et favorisant des infections
chroniques (Goodman et al., 2004; Parsek & Singh, 2003). Ainsi, le phénotype de P.
aeruginosa varie considérablement selon que la souche ait été isolée d'un patient ayant une
infection aigué ou chronique. Les souches isolées de patients dont 'infection est récente vont
exprimer des facteurs de virulence et de motilité et vont posséder une longue chaine latérale
sur leur lipopolysaccharide (LPS). Les bactéries a l'origine des infections chroniques vont
présenter un profil différent. Elles vont sous-exprimer certains facteurs de virulence
(notamment la production de toxines), ne seront plus mobiles (perte du flagelle) et n’auront
plus de chaine latérale sur leur LPS, ou bien cette derniére sera plus courte (Goldberg & Pier,
1996). Enfin, ces isolats vont surexprimer de l'alginate, responsable du phénotype mucoide,

et auront de ce fait tendance a former un biofilm.



Comme cité précédemment, différents facteurs de virulence vont étre exprimés ou sécrétés
selon le type d’infection. De fagon non exhaustive, différents facteurs impliqués dans la
pathogénése de P. aeruginosa vont étre cités ci-dessous, montrant la complexité et
I'incroyable diversité des stratégies de virulence que posséde ce micro-organisme. Il faut tout
de méme noter que la régulation de I'expression de ces facteurs de virulence implique de
nombreux mécanismes permettant a la bactérie de s’adapter au mieux face a son

environnement. Ces mécanismes ne seront pas décrits dans cette thése.

a. Facteurs d’adhérence et de mobilité

Les facteurs d’adhérence et de mobilité chez P. aeruginosa comprennent un flagelle polaire
qui va permettre la mobilité de type Swarming mais aussi 'adhésion aux cellules épithéliales
pulmonaires (Feldman et al., 1998; Kohler et al., 2000; Montie et al., 1982) ; I'expression de
pili de type IV permettant 'adhésion aux cellules épithéliales pulmonaires (Hahn, 1997) ;
I'expression de facteurs d’attachement de type fimbriae (Vallet et al., 2001); la présence du
LPS sur la membrane externe participant a I'entrée des bactéries dans les cellules épithéliales
pulmonaires et a la réponse inflammatoire intense (Goldberg & Pier, 1996; Lynn & Golenbock,
1992).

b. Facteurs de colonisation

Les facteurs de colonisation vont principalement impliquer des effecteurs participant a la
dégradation des tissus et des cellules de I'héte et donc a l'invasion des bactéries. De fagon
non exhaustive, les principaux facteurs de colonisation sont :

- L’exotoxine A, codée par toxA (Liu, 1966), qui a une activitt mono-ADP-
riboslytransférase et agit sur le facteur d’élongation 2 eucaryote. Son activité entraine
'arrét de la synthése protéique et la mort des cellules (Gallant et al., 2000; Iglewski,
1977).

- LasA et LasB, deux enzymes protéolytiques participant a la dégradation de I'élastine
et des immunoglobulines. Ces deux protéines sont importantes pour l'invasion des
cellules épithéliales par P. aeruginosa (Cowell et al., 2003; Galloway, 1991; Heck et
al., 1990).

- Les toxines ExoS, ExoT, ExoU et ExoY qui sont injectées dans les cellules eucaryotes
par le systéme de sécrétion de type 3 (T3SS). Ces toxines participent a la détérioration
du cytosquelette cellulaire entrainant la mort des cellules et des Iésions pulmonaires.
Elles participent également a l'inhibition de la réponse immunitaire phagocytaire. ExoS
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et ExoT sont des enzymes bi-fonctionnelles avec une activit¢ GTPases et ADP-
riboslytransférase. ExoY est une adénylate cyclase dont [lactivité entraine
'accumulation d’AMPc dans la cellule héte et ExoU est une phospholipase (Barbieri &
Sun, 2005; Hauser, 2009; Yahr et al., 1998). L’expression du T3SS est souvent associé
aux infections aigues invasives et a été également reliée a une hausse de la mortalité
chez certains patients (Hauser, 2009).

- Lapyocyanine, un métabolite de la famille des phénazines, est une molécule oxydante
contribuant a la formation de dérivés réactifs de 'oxygéne et de stress oxydatif dans
les cellules du tissu respiratoire (Muller, 2002).

- Les rhamnolipides sont des glycolipides extracellulaires sécrétés participant a
l'invasion des tissus pulmonaires grace a leur pouvoir détergent sur les phospholipides
du surfactant pulmonaire. lls perturbent également la clairance mucociliaire des
poumons (Read et al., 1992; Zulianello et al., 2006).

- Différentes protéases dont la protéase alkaline AprA et la protéase IV. La premiére
dégrade la fibrine et les protéines du complément de I'héte (protéines de I'immunité
innée chez ’homme)(Guzzo et al., 1991; Laarman et al., 2012). La seconde est codée
par le géne prpL et dégrade des protéines du complément, des immuglobulines, la
lactoferrine, la transferrine et I'élastine (Engel et al., 1998; Wilderman et al., 2001).

- Les lectines LecA et LecB, qui ont un réle dans I'adhésion aux cellules pulmonaires et
'induction de Iésions pulmonaires aigués (Chemani et al., 2009; Wentworth et al.,
1991).

Néanmoins, les souches bactériennes de P. aeruginosa isolées des patients peuvent ne pas
avoir le méme génotype que la souche de laboratoire PAO1. En effet, des souches trés
virulentes ne possédant ni de génes codant pour le T3SS, ni de génes /lasB et toxA ont été
isolées. Ces souches, présentant un phénotype hyper-virulent, sont en fait pourvues d’autres

facteurs de virulence comme le systéme d’exolysines ExIA/ExIB (Huber et al., 2016).

c. Les systémes de sécrétion

Les différents effecteurs secrétés par la bactérie traversent les membranes via différents
systémes de sécrétion (TSS) ( ). Deux catégories de systéme de sécrétion sont
retrouvées, ceux transportant les protéines a travers I'enveloppe bactérienne en une étape, et
ceux les transportant en deux étapes. La premiere étape correspond au passage de la
membrane interne jusque dans le périplasme via les systémes Sec et/ou Tat, et la seconde a
une prise en charge par le systéeme de sécrétion associé pour le passage de la membrane

externe (Filloux, 2011). P. aeruginosa posséde 5 types de systémes de secretion différents,
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pour certains codés en plusieurs copies dans le génome : T1SS, T2SS, T3SS, T5SS et T6SS

(

)-

Membrane cible
( eucaryote ou bactérienne )

T5SSa T55Sb

T2SS T1Ss T3SS T6SS

Deux étapes Une étape

ME= Milieu extracellulaire, P=Périplasme et C=cytoplasme.

Les T2SS et T5SSa/b transportent leurs effecteurs en deux étapes :

T2SS : les substrats sont d’abord pris en charge par le systéme de sécrétion Sec ou
Tat via la reconnaissance de leur peptide signal en N-terminal. Ce dernier est ensuite
clive dans le périplasme. Le substrat adopte ensuite une conformation
tridimensionnelle propre qui lui permet d’étre reconnu par les protéines Xcp ou Hxc du
T2SS pour étre transloqué dans le milieu extracellulaire (Ball et al., 2002; Filloux et al.,
1998; Voulhoux, 2001).

T5SS : les substrats passent la membrane interne par le systéme Sec, puis sont
transportés a travers la membrane externe par une protéine formant un tonneau B. Il
existe deux sous-types de T5SS chez les bactéries a Gram négatif, les auto-
transporteurs ou c’est le substrat lui-méme qui posséde un domaine C-terminal
permettant la formation du tonneau R (T5SSa) dans les membranes externes et les

transporteurs a deux partenaires (T5SSb) (Bleves et al., 2010).

Les T1SS, T3SS et T6SS transportent leurs effecteurs en une étape :

T1SS : c’est le systeme de sécrétion le plus simple : le substrat passe d’abord par un
transporteur ABC (ATP Binding Cassette) au niveau de la membrane interne, puis est
pris en charge par une protéine de membrane externe (OMP) qui permet la sécrétion
dans le milieu extracellulaire. Une protéine localisée dans le périplasme permet de
relier les deux composants (Delepelaire, 2004).

T3SS : Le T3SS, aussi appelé injectisome, est un appareil composé d’au moins 20
protéines qui permettent l'injection, telle une aiguille, des toxines ExoUTSY citées

précédemment, directement dans le cytosol des cellules eucaryotes (Hauser, 2009).
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- T6SS : P. aeruginosa code pour 3 systemes de sécrétion de type 6 distincts, nommeés
H1-T6SS, H2-T6SS et H3-T6SS (Mougous, 2006). Le H1-T6SS permet la sécrétion de
facteurs de virulence directement dans des cellules procaryotes (Russell et al., 2011)
tandis que les H2 et H3-T6SS peuvent injecter les facteurs directement dans les
cellules eucaryotes et procaryotes (Jiang, 2014; Sana et al., 2012). Ces systémes
possédent une structure analogue a la queue d’'un phage, capable de se contracter et

de s’étirer pour injecter les effecteurs dans les cellules cibles.

Les T3SS et T6SS permettent donc de délivrer les facteurs de virulence directement dans la
cellule cible en traversant la membrane ; le T3SS est nécessaire pour linfection aigué, et
inversement le T6SS est important pour I'infection chronique (Brencic & Lory, 2009; Moscoso
etal., 2011):

Le résume les systemes de sécrétion et certains des facteurs de virulences

associés décrits ci-dessus.

Tableau réalisé
d’'apres (Filloux, 2011).

Systéme de sécrétion Facteur de virulence

T1SS Alkaline protease : AprA

Acquisition de 'héme : HasAp

T2SS Protéase/Elastase : LasA et LasB
Alkaline phosphatase : PhoA

Exotoxine A : ToxA

Protéase IV
T3SS Toxines : ExoS, ExoT, ExoU, ExoY
T5SSa Lipase : EstA
T5SSb Protease : LepA
T6SS H1-T6SS : Toxines : Tse1, Tse2, Tse3

H2-H3-T6SS : Phospholipases : PIdA, PIdB

d. Les facteurs de virulence lors de I'infection chronique

Aprés son établissement chez I'hbte, P. aeruginosa va devoir trouver des stratégies pour
survivre au sein de I'héte et échapper au systéme immunitaire. Le passage d’une infection

aigué a une infection chronique se manifeste par le changement d’expression des facteurs de
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virulence : par exemple, la diminution de I'expression des génes associés au systéme de
sécrétion de type Il (virulence aigue) et 'augmentation de I'expression du gene algD (Pierre
et al., 2008). algD code pour une GDP mannose déshydrogénase, un enzyme clé dans la
synthése d’alginate (Govan & Deretic, 1996) qui est un des exopolysaccharides majeur
constituant la matrice du biofilm. Parmi d’autres facteurs exprimés lors de l'infection chronique,
on retrouve les systémes d’acquisition du fer (via des chélateurs de fer ferrique ou des
systéemes permettant I'acquisition de fer ferreux libre), I'expression des H1-H2-H3-T6SS ainsi
que des génes codant pour des mécanismes de résistances aux antibiotiques comme des

pompes a efflux.

Un autre aspect de la virulence de P. aeruginosa est sa résistance aux antibiotiques.
L’organisation mondiale de la santé (OMS) a classé en 2017 P. aeruginosa en pathogéne
critique du fait de sa résistance notamment aux carbapénémes, et a alerté la communauté
scientifique sur le besoin urgent de trouver de nouveaux moyens de lutte. P. aeruginosa fait
partie du groupe ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter species),
regroupant les pathogénes majeurs posant des problémes d’antibiorésistance (Rice, 2008).
Deux raisons majeures expliquent cette résistance aux antibiotiques :

- L'utilisation excessive d’antibiotiques qui entraine la sélection de souches

résistantes (Hirsch & Tam, 2010).
- L’arsenal des mécanismes de résistance que la bactérie possede, appelé aussi
résistance intrinséque, acquise ou adaptative ( )-

La résistance intrinséque de P. aeruginosa est liée a la faible perméabilité de la membrane
externe qui bloque ou rend difficile I'import d’antibiotiques (R. Hancock, 1997), I'expression de
pompes a efflux (par exemples MexXY-OprM et MexAB-OprM) expulsant de la bactérie les
substances indésirables (R. E. W. Hancock, 1998; K. Poole, 2001) ainsi que la production
d’enzymes dégradant ou inactivant les antibiotiques comme par exemples des R-lactamases
ou des aminoglycosides phosphotranférases (OKii et al., 1983; Richmond & Sykes, 1973). La
résistance acquise correspond aux transferts horizontaux de génes de résistance via des
plasmides, des phages, des transposons ou encore des mutations (Breidenstein et al., 2011).
La résistance adaptative implique des changements phénotypiques liés a la présence
d’antibiotiques afin de survivre, comme la formation de biofilm qui ralentit voir empéche la
diffusion des antibiotiques dans les cellules bactériennes (Drenkard, 2003; Mulcahy et al.,
2014).
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Adapté d’aprés Alav et al., 2018.

Nous avons ainsi vu brievement la diversité des facteurs de virulence de P. aeruginosa. Ce
chapitre ne prétend absolument pas tout résumer de la pathogénése, mais a plutdt pour but
de présenter une légére introduction de ce micro-organisme afin de mieux appréhender les
chapitres qui vont suivre. En effet, un aspect qui n'a pas été cité dans cette partie mais qui va
étre également primordial dans la virulence bactérienne est la capacité de cette bactérie a

acquérir par diverses moyens le nutriment essentiel qu’est le fer.
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Chapitre |l

Acquisition du fer chez les bactéries
a Gram negatif
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Tous les organismes vivants ont besoin de fer pour leur croissance et leur survie. Il a été décrit
qu’'un tiers des protéines et la moitié des enzymes dont les structures ont été résolues
contiennent au moins un ion métallique, qui peut étre du fer par exemple (Frawley & Fang,
2014). De plus, le fer est le quatriéme métal le plus abondant sur terre (Andrews et al., 2003)
et, sauf quelques exceptions, le fer est indispensable a toute vie sur terre. Les seules
exceptions connues concernent les bactéries du genre Lactobacillus (Weinberg, 1997), 'agent
responsable de la maladie de Lyme (Borrelia burgdorferi is) (Posey, 2000) et I'agent

responsable de la syphilis, Treponema pallidum (Posey et al., 1999).

a. Importance du fer dans la vie cellulaire

Le fer est décrit comme étant un élément nécessaire et primordial pour le métabolisme et le
bon fonctionnement de la vie cellulaire. Dans les conditions physiologiques, le fer est présent
sous deux formes : I'ion ferrique oxydé, Fe*" et I'ion ferreux réduit, Fe**. Ces deux états
conférent au fer un pouvoir redox trés important qui fait de ce métal un composé prosthétique
intéressant pour les protéines, aussi bien comme catalyseur que comme transporteur
d’électrons (Andrews et al., 2003). Des enzymes impliqués dans la réparation de 'ADN
(hélicases, nucléases...) ainsi que dans la synthése des nucléotides (ribonucléotide
reductase) utilisent le fer comme cofacteur (Puig et al., 2017). Le fer est aussi utilisé comme
cofacteur des enzymes impliqués dans le transport d’'oxygéne comme les cytochromes P450,
la photosynthése ou encore la fixation de nitrogéne. De par son importance dans la physiologie
des cellules, le fer est un élément essentiel pour la survie et la pathogénicité des
microorganismes au sein de leur hbéte. Mais c’est aussi un nutriment limitant pour le
microorganisme car le fer est finalement trés peu biodisponible au sein de I'h6te et lors d’une

infection, une réelle bataille s’installe entre les deux entités pour ce nutriment.

b. Paradoxe de la biodisponibilité du fer

Malgré son role essentiel pour la croissance des organismes vivants, le fer est un métal qui
va étre trés peu biodisponible. A pH 7.0, le fer se trouve sous la forme insoluble Fe** et forme
des hydroxydes de fer (Andrews et al., 2003). En condition aérobie, le fer est sous la forme fer
ferreux (Fe?*) qui est trés toxique. En effet, le Fe?* peut interagir avec 'oxygéne ce qui peut
amener a la formation de ROS (Espéces réactives a I'oxygéne) via la réaction de Fenton
( ). Les ROS sont dévastateurs pour la vie cellulaire puisqu’ils vont avoir un pouvoir
dégradant sur toutes macromolécules, comme les protéines ou encore ’ADN (Touati, 2000;

Winterbourn, 1995). Chez 'homme, & cause de ces problémes de solubilité du Fe* et de
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toxicité de Fe?*, le fer va étre séquestré dans des molécules d’héme ou des protéines telles
que la transferrine ou la lactoferrine. La concentration de fer libre et donc bio-accessible pour
les bactéries n’excéde ainsi pas 10%* M (Andrews et al., 2003; Raymond et al., 2003). Il a été
estimé qu’une bactérie a besoin d’une concentration de fer d’environ 102 & 10* M dans son
cytoplasme (Cunrath et al., 2016) pour une croissance optimale, ce qui va provoquer une réelle

compétition entre I'h6te et les micro-organismes pour ce nutriment.

Fe?* + H20: Fe¥* + HO™ + HO®

Ainsi, de nombreuses stratégies sont finement régulées et mises en ceuvre par les bactéries
en fonction de nombreux parameétres (concentration en fer disponible, stade de linfection...)

afin d’acquérir le fer et éviter son accumulation a des concentrations toxiques.

a. Les sidérophores

Les sidérophores (littéralement du Grec : sidéros, « le fer » et phérd, « porter ») sont de petites
molécules synthétisées par la plupart des micro-organismes (bactéries et certains
champignons) ainsi que par les plantes (Haas et al., 2008; Kloepper et al., 1980). Plus de 500
sidérophores ont été décrits depuis leur découverte avec des structures chimiques différentes
et des masses moléculaires qui varient entre 200 et 2000 Dalton (Da) (Hider & Kong, 2010).
Les sidérophores ont une affinité extrémement forte pour le fer ferrique Fe**. On peut
notamment citer comme exemple I'enterobactine, un sidérophore sécrété par E. coli, dont la
constante d’affinité (Ka) est de 10°2 M (Harris et al., 1979). Lorsque le fer est en complexe
avec un sidérophore, il est hexacoordonné. Ainsi, les sidérophores avec les affinités les plus
fortes pour le fer et les plus retrouvés vont avoir une structure hexadentée. Les ligands de
coordination sont majoritairement des groupements hydroxamates, catécholates et
carboxylates qui sont rattachés a une structure chimique permettant la formation de la
structure hexadentée. Certains sidérophores posseédent une denticité plus faible : ils peuvent
étre tetradentés, tridentés ou encore bidentés et auront une affinité plus faible pour le fer que
les sidérophores avec une hexacoordination (Albrecht-Gary & Crumbliss, 1998). Dans les cas
ou les sidérophores ont une denticité plus faible, les complexes sidérophores-fer ont une
steochiométrie supérieur a 1:1, ce qui entraine la fixation du fer par deux ou plusieurs

sidérophores afin d’obtenir une coordination compléte du fer (Spasojevic et al., 2001). On

-18 -



retrouve trois grands types de sidérophores en fonction des groupements chélateurs : les
catéchols, les hydroxamates et les carboxylates. Il existe également des sidérophores mixtes
qui vont contenir différents groupements chélateurs (Schalk & Guillon, 2013b) ( )-

P. aeruginosa produit et sécréte deux sidérophores : la pyoverdine et la pyochéline.

Catécholate Hydroxamate Mixte
0,
o O\\',/ Xy [+] o
b N NH HoM HO. A i .
il A | ) HN ( MR
o U > o HN co . OH
0 o Ho | & L O H 9
o)\) HN e NP J0 »TN L -oH
HN._O 0 © 07 N OH < o 0
HN._O o A AN 0 -
L\ A NH
. ¥
H
Entérobactine Desferrichrome Rhizoferrine Mycobactine

. Les groupements chélateurs du fer sont en
couleur. L’entérobactine est produite par E. coli ; le desferrichrome est produit par les champignons de
type Streptomyces ; la rhizoferrine est produite par des champignons du genre Mycorales ou Aspergillus
et la mycobactine est produite par les Mycobactéries. Adapté d'aprés (Schalk & Guillon, 2013b).

b. Synthése des sidérophores

La plupart des sidérophores bactériens sont synthétisés via I'action coordonnée d’enzymes a
synthéses non ribosomiques (NRPS pour Non-Ribosomal Peptide Synthetases). Les NRPS
sont des enzymes composés de plusieurs modules qui activent et incorporent des acides
aminés spécifiques et les assemblent en chaine peptidique. Généralement, un module de
NRPS est composé de trois domaines enzymatiques différents : le domaine A d’adénylation,
le domaine T de thiolation et le domaine C de condensation. Le domaine A va reconnaitre et
activer un acide aminé spécifique par adénylation puis va le transférer au domaine T qui va le
fixer de maniére covalente par I'ajout d’'un groupement prosthétique phosphopantétheine. Le
domaine C a pour rble de former des liaisons peptidiques entre les acides aminés fixés par le
domaine T. La derniéere NRPS posséde généralement un domaine thioestérase adjacent au
domaine T et permet I'hydrolyse de la liaison thioester du peptide sur le dernier module afin
de libérer ce peptide nouvellement formé (Mootz et al., 2002). Une autre voie de synthése
moins répandue existe pour les sidérophores : il s’agit du systéme NIS pour NRPS-
Independent Siderophore synthétases. Les NIS synthétases sont responsables d’'une seule
réaction enzymatique. Plusieurs NIS peuvent donc étre requises pour la synthése d’un
sidérophore (Carroll & Moore, 2018; Challis, 2005). Par exemple le citrate et la

desferrioxamine B sont synthétisés via ces enzymes (Challis, 2005).
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a. Import du fer par les sidérophores

Lorsque la bactérie se trouve en carence en fer, elle va sécréter dans son environnement des
sidérophores capables de chélater le fer ferrique. Les complexes sidérophore-fer formés sont
ensuite reconnus a la surface des bactéries par des transporteurs spécifiques puis importés
au travers de la membrane externe. L’activité de ces transporteurs est régulée par une
protéine de membrane interne, TonB, d’ou le nom de Transporteur TonB-dépendant. Selon le
sidérophore ou l'espéce bactérienne, le devenir des complexes sidérophore-fer dans le
périplasme différe. Dans un premier cas, la dissociation du fer du sidérophore peut se dérouler
dans le périplasme, le fer étant ensuite transloqué dans le cytoplasme pour y étre utilisé. Dans
lautre cas, le complexe sidérophore-fer est transloqué jusqu’au cytoplasme par des
transporteurs de membrane interne de type ABC ou perméases. La dissociation du fer du
sidérophore fait toujours intervenir une réduction du fer qui peut étre associée a une
modification chimique ou une hydrolyse du sidérophore. Le fer est ensuite utilisé par la cellule
ou stocké en fonction des besoins de la bactérie. Le sidérophore peut étre recyclé et, s'il est

intact, entamer un nouveau cycle de chélation ( ).

Transporteur
ABC

Dissociation L L
Réduction, hydrolyse du Sidérophore non Sidérophore
sidérophore... modifié nouvellement

synthétisé

St (D

ou

Q

Sidérophore modifié
ou dégradé

Recyclage

ME : Milieu extracellulaire, P : Périplasme et C : Cytoplasme.
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b. Transporteurs TonB dépendant (TBDTSs)

Au niveau des membranes externes des bactéries a Gram négatif, on trouve des porines qui
permettent la diffusion de petites molécules dont la taille ne dépasse pas 600 Da. Dans cette
membrane se trouvent également des TBDTs qui permettent un transport actif de composés
comme les complexes sidérophore-fer dans la cellule bactérienne. Ce transport requiert la
force proton-motrice (pmf, pour proton motrice force) fournit par la membrane interne et le
complexe protéique TonB, ExbB, ExbD localisé dans la membrane interne (Postle, 1993;
Postle & Larsen, 2007). Les premiére structures de TBDTs ont été résolues a la fin des années
90 et ont concerné FhuA (le TBDT du ferrichrome chez E. coli)(Ferguson et al., 1998; Locher
etal., 1998) et FepA (le TBDT de I'enterobactine chez E. coli) (Buchanan et al., 1999). Depuis,
plus d’une trentaine de structures de TBDTs avec ou sans le ligand associé ont été résolues.
Les TBDTs font partie d’'une famille de protéines ayant toutes la méme structure générale.
Leur domaine C-terminal est composé d’'un tonneau béta (R) de 22 brins antiparalléles reliés
par des petites boucles périplasmiques et de larges boucles extracellulaires. Le domaine en
tonneau 3 permet I'insertion dans la membrane externe. Le domaine globulaire N-terminal de
la protéine obture le pore du tonneau B et y forme un bouchon (Noinaj et al., 2010; Postle &
Larsen, 2007).

L’interaction de ces TBDTs avec les complexes sidérophores-fer fait intervenir une premiére
reconnaissance au niveau des boucles extracellulaires. Intervient ensuite un site de liaison
localisé sur le bouchon, composé de résidus appartenant a la fois au bouchon, aux boucles
extracellulaires ainsi qu’au tonneau 3 (Josts et al., 2019; Moynie et al., 2019). C’est au niveau
de ce site de liaison que I'on trouve les complexes sidérophore-fer dans les structures aux
rayons X. Le site de liaison des TBDTs est trés spécifique et reconnait en général un complexe
sidérophore-fer donné ou une famille de sidérophores structuralement trés proches (Schalk et
al., 2012). La liaison des complexes sidérophores-fer aux TBDTs est indépendante d’une
source d’énergie. En revanche le transport nécessite la force proton-motrice de la membrane
interne (Clément et al., 2004; Schalk et al., 2001).

Les TBDTs possédent en N-terminal une région périplasmique d’environ 6-8 acides aminés,
appelée boite TonB, qui est nécessaire a l'interaction avec la protéine TonB de la membrane
interne et le transfert de I'énergie de la force proton motrice (Schalk et al., 2012). Cette boite
TonB est donc essentielle au fonctionnement du transporteur. Certains TBDTs ont un domaine
N-terminal supplémentaire situé aprés la boite TonB et localisé dans le périplasme. Ce
domaine globulaire joue un réle dans des cascades de signalisation permettant d’activer la
transcription du géne codant pour le TBDT lui-méme. Cette régulation est décrite dans le
Chapitre V.
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Le processus de transport implique une premiére étape de reconnaissance du complexe
sidérophore-fer par le site de liaison suivie de la translocation jusqu’au périplasme bactérien.
Ce transport implique la formation d’un canal au travers du transporteur pour le passage du
complexe sidérophore-Fe. Deux hypothéses ont été émises quant a la formation de ce canal :
le bouchon change de conformation et ouvre un canal a travers le tonneau R pour laisser
passer le complexe sidérophore-fer ou alors le bouchon sort partiellement du tonneau,
permettant au complexe de passer. Une combinaison des deux hypothéses est également

envisagée par la communauté (Eisenhauer et al., 2005; Endri® et al., 2003; Ma et al., 2007).

c. Le complexe TonB-ExbB-ExbD

Aucune source d’énergie n’existe au niveau de la membrane externe des bactéries et du
périplasme. Le complexe TonB-ExbB-ExbD (complexe Ton) a été identifié chez la plupart des
bactéries a Gram négatif et permet de fournir 'énergie nécessaire aux transporteurs de la
membrane externe via la force proton motrice de la membrane interne. Le complexe Ton est
composé de trois protéines localisées dans la membrane interne : ExbB, ExbD et TonB. La
région N-terminale de la protéine TonB est insérée dans la membrane cytoplasmique. Sa
région centrale est une région trés rigide, riche en proline. La région C-terminale sous forme
dimérisée interagit avec le peptidoglycane tandis que sous forme monomérique elle interagit
avec la boite TonB présente dans la région N-terminale des TBDTs. L'interaction entre la boite
TonB et la protéine TonB ainsi que la force proton-motrice fournie par ExbB et ExbD entrainent
plusieurs changements conformationnels au niveau du TBDT qui permettent le passage du
ligand a travers la membrane externe. Le mécanisme de transduction de I'énergie par le
complexe Ton au TBDT suggére que TonB alterne entre différentes conformations ayant un
potentiel énergétique différent. Ainsi, TonB fournirait I'énergie au TBDT via des mouvements
rotatoires de la région riche en proline (Klebba, 2016; Larsen et al., 1999). Des études
structurales récentes ont permis de résoudre la premiére structure compléte du complexe
ExbB-ExbD d’abord par cristallographie puis par cryo-microscopie électronique (cryo-EM)
( ) (Celia et al., 2019; Celia et al., 2016) et ont permis de définir deux modéles pour
la transduction de I'énergie fournie par la pmf :

(i) Le modéle rotationnel : I'hélice transmembranaire du dimére de ExbD occuperait
le pore transmembranaire créé par un pentameére de ExbB, et par des mouvements
de rotation permettrait la diffusion de protons, fournissant ainsi une source
d’énergie a TonB,

(i) Le modele du piston : ExbD se déplacerait de fagon verticale dans le pore de ExbB,
comme un piston, et permettrait également grace a ces mouvements la diffusion

de protons.
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Une combinaison des deux mécanismes peut également étre possible. Cependant, les
données les plus récentes des structures par cryo-EM suggérent que le second modéle est le
bon (Celia et al., 2019). Pour assurer une meilleure lecture dans le manuscrit, le complexe
ExbB-ExbD sera schématisé sous forme d’une unité de ExbB et une unité de ExbD dans les
figures de cette thése.

A. 5 unités de ExbB en différentes

déclinaisons de bleus entourent deux unités de ExbD en jaune et orange. B. Vue du dessus
de la face périplasmique du complexe. C. Représentation schématique du complexe. PDB :
6TYI. P : Périplasme, C : Cytoplasme. D’apres Celia et al., 2019.
Chez P. aeruginosa, trois génes codant pour des protéines TonB ont été identifiés : tonB17,
tonB2 et tonB3 (Huang et al., 2004; Poole et al., 1996.; Zhao & Poole, 2000). Deux systémes
ExbB/ExbD ont également été identifiés dans le génome de P. aeruginosa. La mutation du
géne tonB1 empéche I'import du fer via les sidérophores et de ce fait, ce mutant ne peut croitre
dans des conditions de carence en fer (Poole et al., 1996). La mutation du géne tonB2
n‘entraine pas deffet sur la croissance en milieu carencé alors qu’'un double mutant
tonB1tonB2 posséde une croissance en milieu carencé en fer encore plus restreinte qu’un
simple mutant fonB171. Les auteurs ont conclu que TonB2 a la capacité de restaurer
partiellement 'activité de TonB1 (Zhao & Poole, 2000). La protéine TonB3 quant a elle n'est
pas impliquée dans 'homéostasie du fer mais dans la motilité de type twitching et aurait un
réle direct dans la virulence, du moins observé chez la drosophile Drosophilia melanogaster
(Huang et al., 2004).

-23 -



d. Transporteurs ABC

Les transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette) sont une famille de transporteurs
présents dans les trois domaines du vivant. Chez les bactéries a Gram négatif, ils sont
localisés a la membrane interne et permettent aussi bien I'import de molécules ou de protéines
dans le cytoplasme que leur sécrétion. Le T1SS décrit dans le Chapitre | est par exemple un
type de transporteur ABC associé avec une protéine de membrane externe de type OMP
(Quter Membrane Protein). Dans la plupart des mécanismes dimport impliquant les
sidérophores, aprés passage de la membrane externe, le complexe sidérophore-fer est fixé
par une protéine périplasmique (PBP pour Periplasmic Binding Protein) associé a un
transporteur ABC (Schalk et Guillon, 2013b). Le complexe sidérophore-fer est ensuite
transporté au travers de la membrane interne par I'interaction de la PBP-sidérophore-fer avec
la perméase du systéme ABC ( )
Les transporteurs ABC impliqués dans le transport des sidérophores sont généralement
COMPOSES :

- D’une ou plusieurs protéine(s) périplasmique(s)

- De deux polypeptides transmembranaires qui forment un canal permettant aux

molécules de passer la membrane (la perméase)
- Deux sous-unités fixant et hydrolysant I'ATP, permettant ainsi de fournir I'énergie
nécessaire au transport (Koéster, 2001).

Cette organisation oligomérique des perméases et des ATPases peut différer selon les voies
sidérophores et les souches bactériennes. Par exemple, chez E. coli, 'import du fer par
I'entérobactine fait intervenir au niveau de la membrane interne le transporteur FepBC:D.,
composeé d’'une PBP (FepB) et d’'une perméase composée de deux protéines FepC associée
a deux ATPase FepD (Shea & Mcintosh, 1991). Pour le ferrichrome, le transporteur impliqué
est FnuDBC; ou les diméres de FhuB sont fusionnés en une chaine polypeptidique pour former
la perméase, 'ATPase FhuC existe sous deux copies pour former un dimére et FhuD est la
PBP (A. Mademidis & Kdster, 1998; Mademidis et al., 1997). Il existe également des cas ou il
n'y pas de PBP décrites associées au transporteur ABC, comme pour la voie du sidérophore
yersiniabactine chez Yersinia pestis (Perry & Fetherston, 2011).
Malgré la diversité des transporteurs ABC et de leur substrat, les domaines de fixation de 'ATP
partagent plusieurs motifs conservés (Krewulak & Vogel, 2008; Schneider & Hunke, 1998).
Ces motifs sont primordiaux pour la fixation et I'hydrolyse de 'ATP et comprennent :

- Le motif Walker A : GxxGxGKS/T (x étant n'importe quel autre acide aminé),

- Le motif Walker B : hhhD (h étant n’importe quel acide aminé hydrophobe),

- Une séquence « signature » : LSGGQQ/R/KQR, unique aux transporteurs ABC,

- Une région commutatrice possédant un résidu histidine,
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- Une Q-loupe possédant un résidu de glutamine.
Contrairement au transport a travers la membrane externe, le transport via la membrane
interne des sidérophores est moins spécifique. Les PBP associées peuvent fixer une variété
de ligands différents. Par exemple, le transporteur FhuDBC, de chez E. coli transporte le

ferrichrome mais aussi la ferrioxamine B, I'aérobactine et le coprogéne, bien que ces ligands

aient un TBDT spécifiques propres a chacun (Schalk & Guillon, 2013b).

@ Siderophore-Fe3*
|

ME : Milieu extracellulaire, P : Périplasme, C : Cytoplasme.

e. Transport a travers les perméases

Des perméases pour lesquelles aucune PBP n’est associée sont également impliquées dans
lacquisition du fer par les sidérophores (O Cuiv et al., 2004). Deux mécanismes
hypothétiques ont été énoncés : soit le complexe sidérophore-fer est transféré directement du
TBDT a la perméase présente au niveau de la membrane interne, soit le complexe diffuse
librement dans le périplasme jusqu’a trouver le site de liaison sur la perméase. La force proton-
motrice est la source d’énergie suggérée pour le transport mais non démontrée a ce jour (O
Cuiv et al., 2004; Schalk & Guillon, 2013b).

Les complexes sidérophore-fer sont trés stables thermodynamiquement. Or, le fer doit se
dissocier du sidérophore afin d’étre utilisé par la cellule. Trois grands mécanismes généraux
de dissociation sont généralement proposés : dissociation par hydrolyse du sidérophore,
dissociation impliquant une protonation des fonctions chélatrices et enfin, dissociation avec
réduction du métal en fer ferreux qui est moins affin avec le sidérophore (A. M. Albrecht-Gary
& Crumbliss, 1998; Barchini & Cowart, 1996; Dhungana & Crumbiliss, 2005). L’hydrolyse du
sidérophore entraine un surcout métabolique qui n'est pas avantageux pour la bactérie
puisque la synthése de sidérophore est couteuse en énergie et qu'il est possible de les recycler

(Greenwood & Luke, 1978; Raymond et al., 2003). La protonation des fonctions chélatrices
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pourrait étre la conséquence d’'une acidification locale. Il est envisageable qu’'une protéine
tierce soit également impliquée dans ce mécanisme. La limite de cette hypothése est qu'un
pH acide méme local n’est pas forcément compatible avec le pH physiologique a l'intérieur de
la cellule (Schalk & Guillon, 2013b).

Enfin, la troisieme option, faisant intervenir une réduction du fer ferrique en fer ferreux
nécessite des agents réducteurs dont le potentiel redox doit étre beaucoup plus négatif que
celui du sidérophore. Il a en effet été montré que la plupart des sidérophores avaient un
potentiel redox bien plus négatifs que la plupart des réducteurs biologiques comme
'ascorbate, le glutathion et le NADH (Creutz, 2002; Millis et al., 1993; Williams & Yandell,
1982). Un tel scénario est donc envisageable dans la mesure ou seraient impliqués une
réductase spécifique et/ou un chélateur de fer ferreux. L’intervention d’un chélateur de fer
ferreux aiderait a déplacer le potentiel redox du complexe sidérophore-fer vers une valeur plus
positive par la formation d’'un complexe ternaire (A. M. Albrecht-Gary & Crumbliss, 1998; Mies
et al., 2006). Ce chélateur peut également fournir une force thermodynamique suffisante pour
la réduction par la formation d’'un complexe trés stable avec le fer ferreux (Boukhalfa &
Crumbliss, 2002; Dhungana & Crumbliss, 2005; Spasojevic et al., 1999)

Les études de la dissociation des complexes sidérophore-fer sont assez peu nombreuses
dans la littérature. De celles menées, il en ressort que ce mécanisme est complexe. Il fait
toujours intervenir une réduction du fer, associée ou non a une modification chimique du
sidérophore. Cette modification a certainement pour but d’empécher une nouvelle chélation
du métal. Ce mécanisme differe selon les sidérophores et bactéries, fait intervenir différents
partenaires protéiques et peut se dérouler dans le périplasme ou le cytoplasme (Schalk &
Guillon, 2013b). Certains mécanismes de dissociation de complexes sidérophores-fer dans

les cellules bactériennes a Gram négatif ont ainsi été proposés ( ):

Chez E. coli, la dissociation de I'entérobactine est localisée dans le cytoplasme et fait intervenir
d’abord une hydrolyse du sidérophore par une estérase (Fes) suivie d’'une réduction du fer
ferrique en fer ferreux par la réductase YqjH. Cette réductase catalyse la réaction de réduction
a I'aide des cofacteurs FAD et NADPH pour le transfert d’électrons (Miethke et al., 2011). YqjH
peut également entrainer la dissociation d’autres complexes tris catécholés-Fe** comme la
vibriobactine et I'aérobactine (Miethke et al., 2011).

La Salmochéline S4 (un dérivé de I'entérobactine doublement glycosylé) aurait un destin
similaire chez E. coli. Jusqu’a présent, 'hypothése avancée est que le complexe Salmochéline
S4-Fe*', une fois importé dans le cytoplasme, est fixé par I'estérase IroD qui va cliver la

salmochéline en plusieurs produits de dégradation. La présence d'une réductase
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cytoplasmique permettant ensuite la réduction du fer ferrique et par conséquent la libération
du fer est fortement suggérée mais pas encore démontrée (Zhu et al., 2005). Une autre
protéine de type hydrolase, IroE, localisée dans le périplasme pourrait avoir un réle dans la
dissociation avant l'action de IroD. Elle est capable de cliver dans le périplasme la
salmochéline S4 en une structure linéaire, la salmochéline S2, qui ensuite peut étre clivée par
IroD dans le cytoplasme. Toutefois, il a été montré que IroE clive de maniére préférentielle
I'apo-salmochéline et aurait donc un réle uniquement dans la sécrétion du sidérophore sous
forme linéarisé (H. Lin et al., 2005; Zhu et al., 2005). Le role biologique exact de IroE reste a
étudier.

La protéine FhuF, toujours chez E. coli, est une protéine cytoplasmique a centre Fer-Souffre
capable de réduire le fer ferrique des sidérophores de type hydroxamates (desferrichrome,
ferrioxamine B et coprogene) (Matzanke et al., 2004). Dans le cas du desferrichrome, aprées
réduction du fer, le sidérophore est acétylé afin de baisser son affinité pour le fer puis il est
sécrété dans le milieu extracellulaire (Hartmann & Braun, 1980).

Chez P. aeruginosa, le ferrichrome est également acétylé aprés réduction dans le cytoplasme
mais la réductase n’est pas identifiée (Hannauer et al., 2010). La voie entérobactine chez P.
aeruginosa fait également intervenir une estérase PfeE dans le périplasme qui clive le
sidérophore en trois molécules d’acide 2,3-dihydroxybenzoique. Le fer est ensuite libéré par
réduction, néanmoins la réductase n’est pas déterminée ainsi que la localisation cellulaire du
mécanisme (Perraud et al., 2018).

Le seul exemple a ma connaissance de dissociation de complexe sidérophore-fer dans le
périplasme concerne la voie pyoverdine chez P. aeruginosa. Ce mécanisme sera décrit dans
le chapitre suivant et fait intervenir une réduction du fer et une protéine chélatrice de fer

ferreux.

De maniére générale, les ferri-reductases décrites chez les bactéries a Gram négatif,
impliquées dans divers mécanismes d’homéostasie du fer, utilisent le NADH ou le NAPDH
comme donneur d’électron pour la réduction du fer et utilisent des cofacteurs de types flavines
(FMN, FAD, riboflavine)(Schroder et al., 2003). Des protéines a centre Fer-Souffre, a 'exemple

de FhuF chez E. coli, sont également retrouvées.
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ND= Non déterminé

Sidérophores Espéce Localisation de Mécanismes impliqués dans la Référence
la dissociation dissociation
Hydrolyse du sidérophore (Perraud et al.,
Entérobactine Pseudomonas ND (Estérase PfeE) 2018)
Réduction (Réductase a
déterminer)
Tris- E. coli Cytoplasme  Hydrolyse du sidérophore (H. Lin et al.,
catécholés (Estérase Fes) 2005; Miethke et
Réduction par YqjH al., 2011)
(NDAPH/FAD réductase
dépendante).
Salmochéline E. coli Périplasme Hydrolyse et modification du (Zhu et al., 2005)
Salmonella et sidérophore (IroD)
cytoplasme Probable réduction du fer (a
déterminer)
Probable réduction (réductase (M. Hannauer et
Ferrichrome Pseudomonas  Cytoplasme a déterminer) et acétylation du al., 2010a)
sidérophore (FiuC).
E. coli Cytoplasme  Réduction (FhuF) puis (Matzanke et al.,

Hydroxamates

acétylation du sidérophore

(desferrichrome)

2004)
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Chapitre lli

Mécanismes d’acquisition du fer par
les sidérophores endogenes chez P.
aeruginosa
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P. aeruginosa encode dans son génome de nombreuses voies d’acquisition du fer. Un
exemple illustrant cette diversité est le nhombre de TBDTs encodés et prédits dans son
génome, qui se chiffre a 35. Sur les 35 TBDTs prédits, les substrats transportés ont été
identifiés pour certains d’entre eux ( ). lls ne sont pas tous impliqués dans
I'assimilation du fer mais peuvent étre impliqués dans l'utilisation d’autres métaux comme le
cobalt et le zinc. Ce nombre élevé de TBDTs encodés dans le génome de P. aeruginosa
montre que la bactérie est capable d’exploiter un grand nombre de sidérophores qu’elle ne
produit pas. En effet, P. aeruginosa utilise plusieurs voies d’acquisition du fer. Tout d’abord, la
bactérie produit deux sidérophores, la pyoverdine et la pyochéline. Elle peut également utiliser
des exosidérophores et posséde trois voies d’'import du fer via la molécule d’héme, ainsi
gu’une voie d’'import du fer ferreux. Nous allons nous intéresser tout d’abord aux sidérophores

endogénes dans ce chapitre, puis nous verrons les autres mécanismes d’acquisition du fer en

Chapitre IV.

substrat suivi d’un astérisque signifie qu'il s’agit d’'un sidérophore. e
Nom du TBTD Sidérophores ou molécules Référence
transportées
FpvA/FpvB Pyoverdine* (Ghysels et al., 2004; Schalk et
al., 1999)
FptA Pyochéline* (R G Ankenbauer & Quan,
1994)
PfeA Entérobactine* (Dean & Poole, 1993)
ChtA Aérobactine*, rhizobactine* (Cuiv, 2006)
FvbA Vibriobactine* (Elias et al., 2011)
PirA Entérobactine * et dérivés (Ghysels et al., 2005)
catécholés

CirA Sidérophore de type catéchol* (Pierre Cornelis & Bodilis, 2009)
FecA Citrate* (Marshall et al., 2009)
FemA Mycobactine* (Maria A. Llamas et al., 2008)
FiuA Ferrichrome* (Hannauer et al., 2010a)
FoxA Ferrioxamine* (M. A. Llamas et al., 2006)
PhuR Heme (Urs A Ochsner et al., 2000)
HxuA Heme (Otero-Asman et al., 2019)
HasR Heme (Urs A Ochsner et al., 2000)
CntO Pseudocaline (transport du zinc) | (Lhospice et al., 2017)
Btub Vitamine B12, Cobalamine (Pierre Cornelis & Bodilis, 2009)
OprC Transport du Cuivre (Pierre Cornelis & Bodilis, 2009)
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a. Structure de la pyoverdine

Les Pseudomonas fluorescents sont les seules bactéries de la famille Pseudomonas a
produire et synthétiser le sidérophore pyoverdine (Pvd). La caractéristique phénotypique
majeure de la production de Pvd est de donner la couleur vert/jaune aux souches la produisant
en culture en solution aqueuse. Plusieurs variantes de Pvds sont synthétisées par les
Pseudomonas fluorescents. Cependant, elles sont toutes composées (Meyer, 2000) (
):
1. d’'un chromophore de type 2,3-diamino-6,7-dihydroxyquinoline, dont les propriétés
conférent la couleur jaune/verte caractéristique de ces molécules.
2. une chaine latérale attachée en position C3 du chromophore, qui peut étre un acide
dicarboxylique ou son amide correspondant,
3. une chaine peptidique spécifique attachée a la partie non aromatique en position C1

du chromophore.

Chaine peptidique

(\‘Ao Succinamide: R=CH,CH,CONH,
H

OH Acide succinique: R= CH,CH,COOH

Na. N
Iﬁ a-Cetoglutarique: R= CO-CH,CH,COOH
R
.~ X oH

Différents exemples de chaines peptidiques sont présentés dans le tableau n°5. La chaine latérale R
peut étre : un succinate, un succinamide, un malate, un malamide, un glutamate ou encore un alpha-
cetoglutarate (Adapté d’aprés Schalk et Guillon, 2013a).

Les différences structurales des Pvds produites par les Pseudomonas fluorescents viennent
de la variabilité de la chaine latérale et surtout de la longueur et de la séquence de la chaine
peptidique. La chaine latérale est généralement un diacide provenant du cycle de Krebs
comme par exemple I'acide succinique, I'acide malique, un glutamate ou encore un alpha-
cetoglutarate ( ). La chaine peptidique varie entre 6 a 12 acides aminés. La
particularité de cette chaine est qu’elle va contenir des acides aminés spéciaux tels que des
D-isoméres ou encore des acides aminés atypiques que I'on ne retrouve pas dans les
protéines de maniére générale. Cette chaine peptidique spécifique est également la base de
la reconnaissance sélective entre une Pvd et son TBDT associé (Greenwald et al., 2009)
( ).
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Abréviations : OHAs, threo-R-hydroxy aspartate ; Dab, 2,4-diaminobutyrate ; OHOrn, Nd-
hydroxyornithine ; AcOHOrn, N4-acetyl-N4-hydroxyornithine ; fOHOrn, Nd-formyl-Nd-hydroxyornithine.
Les crochets [ ] indiquent un peptide cyclique. PM : Poids Moléculaire en Dalton.

Siderovars Espéces PM Chaine peptidique des Pvds Référence
(Da)
PAO1 P. aeruginosa 1333 Ser-Arg-Ser-FoOHOrn-[Lys-FOOHOrn-Thr- (G. Briskot et
Thr] al., 1986)
Pa6 P. aeruginosa 1172 Ser-Dab-FoOHOrn-GIn-GIn-FoOHOrn— (Gipp et al.,
Gly 1991)
G173 P. fluorescens 1174 Ser—-Ala—AcOHOrn—[Orn—Asp—AcOHOr- (Fernandez et
Ser] al., 2003)
13525 P. fluorescens 1160 Ser-Lys-Gly-FOHorn-[Lys-FOHOrn-Ser] (U. Hohineicher
et al., 1995)
D-TR1 P. 1230 Asp—FoOHOrn—-Lys—[Thr—Ala—Ala— (Barelmann et
chlororaphis FoOHOrn—-Ala] al., 2003)

La diversité des Pvds a permis de les utiliser comme marqueurs taxonomiques pour
l'identification des souches bactériennes par une approche de sidérotypage (Meyer et al.,
2008). Le sidérotypage se base sur la séquence des chaines peptidiques et la nature de la
chaine latérale que possédent les Pvds. Les Pvds vont donc avoir des points isoélectriques
différents (pHi) en fonction des variations structurales des chaines peptidiques et latérales.
Cela permet de les caractériser par focalisation isoélectrique. Cette technique a permis
d’identifier plus de 100 Pvds chez les Pseudomonas fluorescents.

Les souches de I'espéce P. aeruginosa sont capables de produire 4 Pvds différentes ayant
chacune une séquence peptidique différente, chacune pouvant exister sous différents
isoformes avec une chaine latérale différente ( ) (Meyer et al., 1997
Ruangviriyachai et al., 2001). Ce manuscrit se concentre essentiellement sur la Pvdl produite
par PAO1 et dont le Poids Moléculaire (PM) est de 1333 Da (Gernot Briskot et al., 1989). C’est
la voie d’import du fer dépendant de Pvdl qui a été le plus étudiée. Cette molécule chélate le
fer ferrique, avec une stoechiométrie Pvdl:Fe de 1:1 et par deux groupements hydroxamates
et la fonction catéchol du chromophore ( ) avec une affinité de 102 M (A.-M.
Albrecht-Gary et al., 1994)
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La chaine latérale est ici
un succinamide. Figure modifiée d’aprés (Cezard et al., 2014).
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Chromophore

Les groupements impliqués
dans la chélation du fer ferrique sont le catéchol (en rouge) et les deux groupements hydroxamates (en
bleus). La chaine latérale R peut étre : un succinate, un succinamide, un malate, un malamide, un
glutamate ou encore un alpha-cetoglutarate
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b. Synthése et sécrétion de la Pvdl

Le locus Pvd correspond a une partie du génome de P. aeruginosa ou sont regroupés les
différents genes codant pour des protéines diverses, impliquées dans la biosynthése, I'import

et la régulation de la voie Pvdl ( ) (Ravel & Cornelis, 2003).

Locus Pvd

2426 2425 2424 - 2413 2412 2411 ]7241043/&2403—[ 2402-2399j 2398 2397 2396 ,72395»2393‘[ 2392 (—2391-2389 4 2388 2387 2386 2385
 @DDIDD D @@dEa@@@pb-AdD<IID KK abDD

pvdS mtbH pvdRT-OpmQ  fpvR fovl

.Régulation D Import D Sécrétion/Recyclage

[DBiosynthese [ T80T [ Probablement biosynthése

1. Biosynthése du précurseur de la Pvdl

Le précurseur de la Pvdl est un peptide de 11 acides aminés assemblé dans le cytoplasme de
la bactérie et dont les 3 résidus en N-terminal se cyclisent dans le périplasme pour former le
chromophore. La synthése du peptide implique 4 NRPS : PvdL, Pvdl, PvdD et PvdJ (Lehoux
etal., 2000; Merriman et al., 1995; Mossialos et al., 2002). Durant toute la phase d’assemblage
du précurseur, un acide myristique ou myristoléique est lié en N-terminal au peptide et permet
probablement son ancrage dans la membrane cytoplasmique et évite sa diffusion dans le
cytoplasme ( Hannauer et al., 2012b) ( )-

L’assemblage de la Pvdl fait intervenir en premier PvdL qui est une NRPS atypique ne
possédant pas de domaine C-terminal mais un module M1 similaire aux acyl-coenzyme A
ligases. Cela lui permet d’'incorporer la chaine myristique ou myristoléique et non un acide
aminé (Mossialos et al., 2002; Ravel & Cornelis, 2003; Yeterian et al., 2010). PvdL comporte
3 autres modules qui incorporent successivement I'acide L-glutamique (L-Glu), la L-tyrosine
(L-Tyr) et le L-2,4-diaminobutyrate (L-Dab) (Mossialos et al., 2002). La synthése se poursuit
avec la NRPS Pvdl qui insére successivement une L-Sérine (L-Ser), une L-Arginine (L-Arg),
une L-Sérine et une L-fOHOrn (Lehoux et al., 2000; Ravel & Cornelis, 2003). Ensuite, PvdJ,
avec ses deux modules, intégre une L-Lysine (L-Lys) et une L-fOHOrn. La biosynthése du
précurseur de la Pvdl se termine par l'intervention de la NRPS PvdD qui incorpore deux L-
thréonine (L-Thr). Le dernier module de PvdD posséde un domaine thioesterase qui va
permettre la libérer le précurseur de la Pvdl (Ackerley et al., 2003; Merriman et al., 1995).
Deux génes codant pour des thioestérases, PA2411 et pvdG, faisant aussi parti du locus Pvd,
seraient également impliqués dans la biosynthese de la Pvdl et pourraient intervenir dans

I'étape de libération du peptide des NRPS (lain L. Lamont & Martin, 2003). Enfin, une protéine
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auxiliaire, PA2412 appartenant a la famille des protéines MtbH-like, dont le réle est
d’augmenter l'efficacité du domaine A des NRPS en améliorant I'adénylation des acides
aminés, pourrait aussi étre directement impliquée dans la production de Pvdl (Drake et al.,
2007; Felnagle et al., 2010). L'implication de ces protéines codées par les géenes PA2411 et

pvdG dans la biosynthése de la Pvdl reste a étre étudié.

2. Synthése des acides aminés atypiques

Comme il a été décrit précédemment, la Pvdl posséde deux acides aminés non
conventionnels dans sa partie peptidique : le L-Dab et le L-fOHOrn. Ces deux acides aminés
sont synthétisés par d’autres enzymes qui ne sont pas des NRPS : PvdH, PvdF et PvdA
( )-

Le L-Dab est synthétisé par 'enzyme PvdH qui est une aminotransférase. PvdH va catalyser
la formation de L-Dab a partir de L-aspartate-3-semialdéhyde (Vandenende et al., 2004).

La L-fOHOrn est synthétisée par PvdF et PvdA a partir de L-ornithine. PvdA catalyse la
réaction d’hydroxylation et PvdF la réaction de formylation (Ge & Seah, 2006; McMorran et al.,
2001; P Visca et al., 1994).

D’autres acides aminés atypiques peuvent étre retrouvés dans les pyoverdines en fonction
des souches de Pseudomonas comme par exemple : la B-hydroxy histidine, I'ornithine, le
cyclo-N5-hydroxy ornithine (Cezard et al., 2014) et certains enzymes impliqués dans leur
synthése ont été identifiés comme par exemple PvdY intervenant dans la synthése de Pvdll
(lain L. Lamont et al., 2006).

L-Dab
L-Dab

L-Dab
l L-Dab
L-Dab L-fOHOrn
L-Dab L-fOHOrn
L-Dab L-fOHOrn L-fOHOrn
L-Dab L-fOHOrn L-fOHOrn
L-Dab L-fOHOrN L-fOHOrn

Précurseur de la Pvd

PvdH /\

PV PvdA
LDab ——— L-ASA L-fOHOrn <——— L-OHOrn <———L-Orn

. Le M correspond
aux différents modules des NRPS. Adapté d’aprés Gasser et al., 2015 et Schalk et al., 2020.
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3. Transport et maturation dans le périplasme

Le precurseur de la Pvdl avec en N-terminal la chaine myristique ou myristoléique est
transporté dans le périplasme par le transporteur de membrane interne PvdE (Yeterian et al.,
2010). C’est dans ce compartiment cellulaire que le peptide va subir différentes étapes de
maturation pour former la Pvdl mature. Le premier enzyme impliqué est I'hydrolase PvdQ qui
hydrolyse la chaine myristique ou myristoléique pour donner la ferribactine (Drake & Gulick,
2011; Yeterian et al., 2010). Le chromophore va ensuite se cycliser : les premiéres étapes sont
des réactions d’hydroxylation et d’oxydation impliquant la tyrosinase PvdP, qui permet ainsi la
formation de la dihydropyoverdine (Nadal-Jimenez et al., 2014; Poppe et al., 2018).
L’oxydation finale de la dihydropyoverdine en Pvdl mature est médiée par 'enzyme PvdO
(Ringel et al., 2018). Enfin, les protéines PvdN et PtaA sont responsables de la conversion du
résidu L-Glu (le premier résidu de la Pvdl accrochée en C3 du chromophore) en différents
isoformes de Pvd, tel que l'acide succinique, alpha-cetoglutarique, le succinamide, le
malamide ou encore acide malique ( ) (Ursula Hohlneicher et al., 2001; Ringel et
al., 2016, 2017). Les synthéses des Pvds produites par d’autres espéces de Pseudomonas
fluorescents sont trés certainement comparables a ce qui ce qui a été décrit pour la Pvdl de
P. aeruginosa PAO1. L’assemblage du peptide ferait intervenir d’autres NRPS, excepté PvdL,
qui est trés conservée parmi les Pseudomonas fluorescents. En effet comme toutes les Pvds
possédent le méme chromophore, la biosynthése impliquerait toujours PvdL et I'incorporation
de la chaine myristique ou myristoléique, puis successivement I'acide L-glutamique (L-Glu), la
L-tyrosine (L-Tyr) et le L-2,4-diaminobutyrate (L-Dab).

Les différentes NRPS participant a la biosynthése de la Pvdl sont organisées sous la forme
d’'un complexe multienzymatique appelé sidérosome associé a la membrane interne (Gasser
et al., 2015; Francesco Imperi & Visca, 2013). De plus il a été démontré par une approche de
microscopie de fluorescence a haute résolution et de FRET (Transfert d’énergie entre
molécules fluorescentes) que PvdA interagissait physiquement avec les enzymes PvdJ, Pvdl,
PvdL et PvdD (Gasser et al., 2020). Ce mode d’organisation en sidérosome permettrait une
meilleure efficacité du transfert du substrat entre les enzymes jusqu’a sa sécrétion et ainsi
éviterait la diffusion du sidérophore en cours de synthése dans le cytoplasme. Ce mode
d’organisation pourrait étre conservé chez les bactéries afin d’éviter la diffusion de composé

toxique a travers le cytoplasme.

4. Sécrétion dans le milieu extracellulaire

La Pvdl mature est ensuite sécrétée dans I'environnement extracellulaire par PvdR-PvdT-
OpmQ ( ) une pompe a efflux ATP dépendante dont les génes sont également sur

le locus de la Pvdl (Hannauer et al., 2010b). Cette pompe se compose de PvdT, une ATPase
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localisée dans la membrane interne, OpmQ, une porine localisée dans la membrane externe
et PvdR, une protéine périplasmique reliant OmpQ et PvdT. Cependant, il a été montré qu’un
mutant délété pour les trois génes pvdR, pvdT et opmQ est toujours capable de sécréter dans
le milieu extracellulaire de la Pvdl fluorescente. Ces résultats indiquent qu'un ou plusieurs
autres systémes sont impliqués dans la sécrétion du sidérophore (Hannauer et al., 2010b).
Une autre pompe d’efflux, MexAB-OprM avait d’abord été proposée comme candidat dans
I'export de la Pvdl chez P. aeruginosa (Keith Poole et al., 1993) avant que cette hypothése ne
soit réfutée (Hannauer et al., 2010b; Imperi et al., 2009).

Chez d’autres souches de Pseudomonas, plusieurs systémes sont impliqués dans la sécrétion
de sidérophores. Chez P. putida, ’'homologue de PvdRTOpmQ est impliqué dans la sécrétion
de la Pvdl, ainsi qu'une seconde pompe, MdtABC-OpmB qui est homologue a une pompe
responsable de la sécrétion de sidérophores chez E. coli. Cependant, la mutation des deux
systemes n’abolit pas complétement la sécrétion de la Pvdl, ce qui laisse supposer qu’un autre
systéme non identifié est encore impliqué (Henriquez et al., 2019; Horiyama & Nishino, 2014).
Chez P. tawainensis, une étude a montré que les pompes PvdRTOpmQ et MexAB-Oprm
n’étaient pas impliquées dans la sécrétion de la Pvd mais que celle-ci était sécrétée via le
systeme de sécrétion de type 6 (Chen et al., 2016). Il est ainsi relativement clair que les

systemes de sécrétion de la Pvdl vont étre trés dépendants de la souche de Pseudomonas et

que plusieurs systémes différents peuvent étre impliqués ( )-
Souches Localisation Systémes Systémes Référence
impliqués potentiellement
impliqués

Pseudomonas Sol PvdRTOpmQ T6SS ? (Henriquez et
putida MdtAB-OpmB al., 2019)
Pseudomonas Plantes et PvdRTOpmQ T6SS ? (Ringel et al.,
fluorescens sols 2018)
Pseudomonas Sols T6SS Inconnu (Chen et al.,
tawainensis 2016)
Pseudomonas Ubiquitaire PvdRTOpmQ T6SS ? (Hannauer et
aeruginosa al., 2010b)
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c. Import du fer par la Pvdl au travers de la membrane externe

1. Implication des transporteurs FpvA et FpvB

Apres avoir été sécrétée dans le milieu extracellulaire, la Pvdl mature est capable de lier le fer
ferrique avec une trés forte affinité. Le complexe Pvdl-Fe est ensuite reconnu a la surface de
la bactérie par un transporteur de membrane externe pour y étre transloqué dans le
périplasme. Deux transporteurs chez P. aeruginosa PAO1 sont impliqués dans I'import de
PvdI-Fe : FpvAl (FpvA est utilisé pour faciliter la lecture dans ce manuscrit) et FpvB. Il est tout
de méme important de noter qu’en fonction des Pvds produites par les Pseudomonas, des
transporteurs FpvA avec des spécificités de liaison différentes vont étre exprimés pour
importer les différents complexes Pvdl-Fe. A chaque Pvd est en fait associé un transporteur
FpvA spécifique. Le résume cette diversité. Dans cette partie comme dans les
autres, on s’intéressera au cas de P. aeruginosa PAO1 (premiére ligne du tableau).
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Type de Pvd Récepteurs associés Référence
Pvdl (Pvd) FpvAl (FpvA), FpvB (P Cornelis et al., 1989;
Ghysels et al., 2004; Schalk et
al., 1999, 2001)

Pvdll FpvAll, FpvAlll (P Cornelis et al., 1989;
Ghysels et al., 2004)

Pvdlll FpvAlll, FpvB ? (P Cornelis et al., 1989;
Ghysels et al., 2004)

PvdilV FpvAIV (Ruangviriyachai et al., 2001)

Comme les autres transporteurs de la famille TBDT, le transporteur FpvA se compose de 22
brins antiparalléles repliés sous la forme d’un tonneau R. Les feuillets du tonneau sont reliés
entre eux par de longues boucles extracellulaires et de petites boucles périplasmiques. Le
pore du tonneau est occupé par le domaine N-terminal globulaire composé de 4 feuillets 3
entourés d’hélice alpha et de petites boucles (Brillet et al., 2007; Cobessi, Celia, Folschweiller,
et al., 2005). Ce domaine N-terminal forme le bouchon dans le pore du tonneau (Cobessi et
al., 2005). Le bouchon est connecté a un domaine de signalisation périplasmique formé de
deux hélices alpha entourées de deux feuillets 3 (Wirth et al., 2007). Le bouchon et le domaine
de signalisation sont séparés par une petite séquence peptidique, ou connecteur, qui comporte
la boite TonB dont la séquence pour FpvA correspond a Asp126-Leu127-Thr130-lle132-
Thr133 (Brillet et al., 2007; Ferguson et al., 2007). Le travail de Brillet et al., 2007 a permis de
montrer que cette boite TonB est repliée et est I'un des brins du feuillet 3 formé avec le
domaine de signalisation. La boite TonB permet au transporteur FpvA d’interagir avec le
complexe de membrane interne TonB-ExbB-ExbD et est donc essentielle pour le
fonctionnement du transporteur. Le domaine de signalisation interagit au niveau du périplasme
avec le facteur anti-sigma FpvR et permet la régulation de la transcription et de I'expression

de FpvA (Voir Chapitre V sur la régulation) ( ).
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. D’apres Birillet et al., 2007 (PDB=205P).

FpvB, le second transporteur de la Pvdl a été découvert en 2004 par Ghysels et al. C'est la
seule étude au niveau moléculaire qui existe dans la littérature concernant ce transporteur. lls
ont montré qu'un double mutant (délétion des deux génes fpvA et fpvB) étaient incapable
d’utiliser la Pvdl pour acquérir le fer, et que la transcription du géne fpvB était régulé par la
présence de fer dans le milieu. De plus, ils ont montré que FpvB avait une spécificité de liaison
plus large et était capable d'importer le complexe Pvdll-Fe et la pyocine (Ghysels et al., 2004).
Néanmoins, il n’existe pas de données structurelles de ce transporteur alternatif. Son efficacité
dans I'import du complexe Pvd-Fe semble étre moins important que FpvA (données du

laboratoire).

2. Le site de liaison de Pvdl-Fe sur FpvA
Le site de liaison du complexe Pvdl-Fe sur FpvA est hydrophobe et se compose de résidus

d’acides aminés essentiellement aromatiques ( ). Ces résidus sont localisés a la
fois sur le bouchon ainsi que dans les boucles extracellulaires du tonneau (Shen et al., 2005;
Wirth et al., 2007). Le complexe Pvdl-Fe interagit avec le bouchon via son chromophore tandis
que la partie peptidique du sidérophore interagit plutét avec le tonneau R et les boucles
extracellulaires (Wirth et al., 2007). Il a été montré que certains résidus des boucles
extracellulaires (Boucles L4, L7, et L9 et respectivement résidus W434, S603 et G701) étaient
importants pour la fixation du complexe Pvdl-Fe (Nader et al., 2007). Le complexe Pvdl-Fe se
lie a FpvA avec une affinité de I'ordre de 0.5 nM (Schalk et al., 2001). La reconnaissance de
la Pvdl par le site de liaison du transporteur FpvA est trés spécifique et la partie peptidique du
sidérophore détermine cette spécificité (Greenwald et al., 2009). En effet, dans le complexe

PvdI-Fe, la chaine peptidique est, en quelque sorte, enroulée autour du fer mais laisse un large
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espace accessible. L’'orientation de cet espace laissé pour le métal va varier selon les Pvds et
des acides aminés qui la composent. Ceci suggere que la position de la chaine peptidique par
rapport au fer constitue une des caractéristiques qui conferent la reconnaissance spécifique
du transporteur TDBT associé (Wasielewski et al., 2008). Pour une méme Pvdl sécrétée en
solution, Wasielewski et ses collégues ont montré qu’il existait en effet deux configurations de
la sphére de coordination du métal (conforméres A et B). Un seul de ces deux conforméres
est reconnu et fixé au transporteur FpvA. Cela confirme ainsi la stéréospécificité liée au TBDT.
Le domaine de signalisation change également de conformation aprés fixation de Pvdl-Fe

( )-

A gauche, structure de la Pvdl et des
résidus du site de liaison de FpvA interagissant avec le sidérophore : résidus du tonneau (en violet) ou
du bouchon (en orange). Modifié d’aprés Schalk et al., 2009. A droite, structure de FpvA-PvdI-Fe
d'aprés Wirth et al., 2007. Le bouchon est en orange, le tonneau [ en violet et le domaine de
signalisation en vert. (PDB=2IAH).

d. Mécanisme de dissociation du fer de la Pvdl chez P. aeruginosa

Le mécanisme de dissociation du fer de la Pvdl a été étudié essentiellement au sein de notre
équipe en utilisant les propriétés spectrales de la Pvdl. En effet, de par la présence de son
chromophore, la Pvdl posséde des propriétés spectrales trés intéressantes. Elle a un
maximum absorption a 400 nm a pH neutre sous sa forme apo. En revanche lorsque la Pvdl
est complexée au fer, un second pic d’absorption apparait a 450 nm. Sous sa forme apo, ce
sidérophore est également fluorescent et émet de la fluorescence a 447 nm. Lorsque la Pvdl

est complexée au fer, la fluorescence est éteinte. Ces propriétés spectrales permettent de
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suivre la dissociation du complexe Pvdl-Fe en temps réel et directement dans les bactéries :

'augmentation de fluorescence correspondant a I'apparition d’apo-Pvdl ( ).
‘Q -Fe®* Dissociation R ‘Q + Fo?*
Complexe Pvd-Fe3* Apo-Pvd
Non fluorescent Fluorescente

Excitation 400nm
Emission 447/450nm

La premiére expérience a montré que la Pvdl aprés avoir transporté le fer dans les cellules de
P. aeruginosa était recyclée dans le milieu extracellulaire (Schalk et al., 2002). Ce recyclage
a été suivi en mesurant l'apparition de fluorescence liée a l'apo-Pvdl dans le milieu
extracellulaire. L’'analyse par spectrométrie de masse a montré que cette Pvdl recyclée avait
la méme masse molaire que la Pvdl nouvellement synthétisée, démontrant ainsi que la Pvdl
dans le processus de dissociation du fer ne subissait ni dégradation ni modification chimique
(Schalk et al., 2002). Ce recyclage de la Pvdl ayant transporté du fer dans le milieu
extracellulaire est effectué par la pompe PvdRTOpmQ impliquée également dans la sécrétion
de la Pvdl nouvellement synthétisée (Imperi et al., 2009; Yeterian et al., 2009). Une délétion
des génes codant pour la pompe PvdRTOpmQ entraine une accumulation d’apo-Pvdl dans le

périplasme bactérien (Hannauer et al., 2010b).

Le Gallium (Ga) a été utilisé comme outil pour démontrer que la dissociation du fer de la Pvdl
impliquait une réduction du fer dans le périplasme bactérien. Le Ga est un métal qui a les
mémes propriétés de coordination et la méme taille que le fer ferrique. En revanche, le Ga n’a
pas d’état d’'oxydation (ll) et ne peut donc pas étre réduit. Enfin, la Pvdl en complexe avec le
Ga fluoresce a 400 nm alors que le complexe Pvdl-Fe ne fluoresce pas. L'équipe a montré,
que des cellules de P. aeruginosa PAO1 incapables de produire de la Pvdl et incubées en
présence du complexe Pvdl-Ga accumulent dans leur périplasme le complexe fluorescent et
la Pvdl n’est pas recyclée (Greenwald et al., 2007). La méme expérience réalisée en présence
du complexe PvdI-Fe ne montre pas d’accumulation de fluorescence dans le périplasme, mais
un recyclage de la Pvdl dans le milieu extracellulaire (Greenwald et al., 2007). Ces résultats
suggeérent vivement que la dissociation du fer de la Pvdl implique une réduction du fer dans le
périplasme.
L’équipe a également montré que les 8 génes fpvGHJKCDEF localisés au niveau du locus
Pvd (Ravel & Cornelis, 2003)( ) sont aussi impliqués dans l'import du fer par la
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Pvdl. La délétion de chacun de ces génes impacte I'import de *Fe et la dissociation du fer de
la Pvdl (Brillet et al., 2012 ; Ganne et al., 2017). Les génes fpvGHJKCDE sont transcrits en

opéron et le géne fpvF est transcrit seul (Gao et al., 2018).

fovG fovH  fpvd fovK fovC  fpvE fovD  fpvF
PA2403 PA2404 PA2405 PA2406 PA2407 PA2408 PA2409 PA2410
— Dl >

1. Role de FpvC

FpvC (PA2407) est une protéine périplasmique appartenant a la sous-famille des protéines
TroA-like. Les protéines de cette famille chélatent des métaux tels que Mn?*, Fe®*, Cu?* et Zn?*
et sont associées pour la plupart en tant que Periplasmic Binding Protein (PBP) a des
transporteurs de type ABC (Brillet et al., 2012; Lee et al., 1999). Des expériences in vitro de
dissociation du complexe PvdI-Fe ont montré que la présence de FpvC purifiée activait la
dissociation du complexe Pvdl-Fe incubé en présence du réducteur DTT (dithiothréitol). Ceci
suggere donc fortement que FpvC chélate le Fe?* formé par I'action du DTT et dissocié de la
Pvdl (Ganne et al., 2017). La structure de FpvC chélatant du fer ferreux a été résolue
récemment en collaboration avec I'équipe de Solange Moreira (Vigouroux et al., 2020) (

). La structure montre une coordination du fer ferreux par 6 résidus d’histidine (His)
( ). FpvC est la seule protéine périplasmique a avoir un site hexahistidines
impliqué dans la coordination d’'un métal décrite a ce jour. La structure d’'un mutant FpvC pour
ses 6 His a également été résolue. L’absence de ces résidus entraine un changement de
conformation assez conséquent pour FpvC, avec un site de liaison plus ouvert (Vigouroux et
al., 2020). Apres dissociation du complexe Pvdl-Fe, FpvC serait la protéine chélatant le fer

ferreux dans le périplasme de la bactérie.
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A.
Structure de FpvC-Fe?* (PDB ID : 6R5S), B. Site de I’hexacoordination du fer ferreux sur FpvC.
Dans les deux figures le Fer est en orange. Figure d’aprés (Vigouroux et al., 2020).

2. Rodle de FpvF

FpvF fait également partie de la famille des protéines de type TroA et plus particulierement de
la sous-famille de protéines capables de lier les sidérophores (Brillet et al., 2012). Des
expériences en spectrométrie de masse en conditions natives avec la protéine purifiée ont
montré que FpvF était capable de dimériser (FpvF2) et d’'interagir également avec FpvC pour
former des complexes FpvC-FpvF avec des stcechiométries variables (FpvF-FpvC, FpvFa-
FpvC, FpvC-FpvF2 et FpvF2>-FpvC,) (Brillet et al., 2012). La méme approche a également
permis de montrer que FpvF peut lier 'apo-Pvdl ou le complexe Pvdl-Fe afin de former des
complexes FpvF-FpvC-Pvd-Fe (FpvF.-FpvC-Pvd-Fe, FpvC-FpvF2-Pvdz-Fesz, FpvFa-FpvCo-
Pvd-Fe ou encore FpvCa-FpvF2-Pvd>-Fe») (Brillet et al., 2012). A ce jour, rien n’est connu de
la structure de FpvF mais des essais de cristallisation sont en cours en collaboration avec

I'équipe de S. Moreira.

3. Transport a travers la membrane interne par FpvDE

Les protéines FpvD et FpvE possédent des séquences homologues a des protéines
appartenant a la famille des transporteurs ABC : FpvD code pour une protéine fixant 'ATP et
FpvE une perméase (Brillet et al., 2012). Les génes fpvC et fpvF codant pour les protéines
périplasmiques FpvC et FpvF sont localisés de part et d’autre des génes fpvD et fpvE dans le
génome de P. aeruginosa, suggerant que ces deux protéines périplasmiques sont associées
au transporteur ABC FpvDE. C’est le seul exemple dans le domaine de I'assimilation du fer
par des sidérophores d’'un transporteur de type ABC avec deux protéines périplasmiques

associées, l'une liant le fer (FpvC) et la seconde le sidérophore (FpvF). Lorsqu’un mutant
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délété pour fovCDEF est incubé en présence de Pvdl-*°Fe, on observe une baisse de la
quantité de *°Fe accumulée dans le cytoplasme et une augmentation de *°Fe dans le
périplasme. Ce résultat suggére un réle pour FpvCDEF dans le transport du fer du périplasme

au cytoplasme (Brillet et al., 2012).

4. Roles de FpvGHJK

Situés au niveau du locus Pvd, les genes fpvGHJK sont localisés en amont de fovCDEF. Notre
équipe a montré que FpvG était une protéine de la membrane interne (Ganne et al., 2017).
FpvH et FpvK sont également prédites pour étre localisées dans la membrane interne et FpvJ
pour étre une protéine périplasmique (présence d'un peptide signal en N-terminal de la
protéine). Un mutant délété pour les quatre génes fpvGHJK transporte mais accumule moins
de *°Fe qu’une souche sauvage et le métal s’accumule plutdt dans le périplasme (Ganne et
al., 2017). FpvG posséde des homologies de séquence avec une ascorbate ferri-reductase
transmembranaire d’Arabidopsis thaliana appartenant a la famille des cytochrome b561 (Su
et al. 2006). Ces informations impliquent que la protéine FpvG pourrait avoir un réle de
réductase lors de la dissociation du fer de la Pvdl dans le périplasme de P. aeruginosa. En
effet, une dissociation du fer de la Pvdl a été observée in vitro en incubant des membranes
isolées de bactéries surexprimant FpvG en présence de Pvdl-Fe (Ganne et al., 2017). FpvG
serait donc la réductase impliquée dans le mécanisme de dissociation du fer de la Pvdl. Les
séquences de FpvH, FpvK et Fpvd n'ont pas donné d’indice quant a la fonction de ces
protéines. La mutation de ces trois génes affecte in vivo la dissociation du fer de la Pvdl,
indiquant que ces trois protéines jouent un role en association avec FpvG dans le mécanisme
de dissociation du fer de la Pvdl (Ganne et al., 2017). De plus I'expression de ces trois
protéines est nécessaire pour que FpvG ait une activité réductase optimale (Ganne et al.,
2017)

Ces différentes données ont permis d’avancer dans la compréhension du mécanisme de
dissociation du fer de la Pvdl dans le périplasme de P. aeruginosa. Aprés import dans le
périplasme, Pvdl-Fe se lierait au complexe FpvC-FpvF. Ces deux protéines, ainsi que la
réductase FpvG et les protéines FpvH, Fpvl et FpvK participeraient trés probablement a la
dissociation du fer de la Pvdl dans le périplasme. Aprés réduction du fer, FpvC-FpvF-PvdI-Fe
(ou le complexe sous une autres forme multimérique) se dissocierait en FpvC-Fe?* et FpvF-
Pvdl (Brillet et al., 2012 ; Ganne et al., 2017 ; Vigoureux et al., 2020). FpvF pourrait ensuite
participer de maniére active au recyclage de la Pvdl en amenant I'apo-sidérophore a la pompe
d’efflux PvdRT-OpmQ qui permet de recycler la Pvdl dans le milieu extracellulaire (F. Imperi
et al., 2009; Schalk et al., 2002; Yeterian et al., 2009) ( ).
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e. Import des autres métaux par la Pvdl

Notre équipe a pu démontrer que la Pvdl est capable de chélater avec des affinités variables
d’autres métaux tels que Ag, Al, Cd, Co, Cu, Ga, Hg, Mn, Ni et Zn (Braud et al., 2009). Les
complexes Pvdl-métaux sont reconnus par le TBDT associé, FpvA puis sont transloqués dans
le périplasme. Cependant, seuls les complexes Pvdl-Cu, Pvdl-Ga, Pvdl-Mn et PvdI-Ni
s’accumulent dans le périplasme. Les autres complexes sont expulsés de la cellule via la
pompe d’efflux PvdRTOpmQ (Braud et al., 2009; Hannauer et al., 2012a). Les différents
métaux transportés par la Pvdl ne peuvent probablement pas se dissocier de la Pvdl dans le
périplasme par le mécanisme de dissociation impliquant une réduction par FpvG. Ce
mécanisme de dissociation ne fonctionnerait que pour le complexe Pvdl-Fe. Les complexes
Pvdl-métaux ne pouvant pas se dissocier sont ré-expulsés de la bactérie par PvdRTOpmQ.
Cela indique que PvdRTOpmQ et certainement FpvG jouent un réle dans le contréle de la

nature du métal assimilé par la bactérie via la voie Pvdl.

Il est intéressant de remarquer que PvdRTOpmQ est capable de (i) sécréter la Pvdl
nouvellement synthétisée, (ii) sécréter la Pvdl ayant transporté du fer dans la bactérie
(recyclage) et (iii) excréter tout complexe Pvdl-métal incapable d’étre dissocié dans le

périplasme de la bactérie.
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a. Structure de la pyochéline

La pyochéline (Pch) est le second sidérophore synthétisé et sécrété par P. aeruginosa. La Pch
résulte de la condensation d’'une molécule de salicylate et de deux cystéines (Cox et al., 1981)
( )- Il existe 4 stéréoisomeres de Pch mais un seul (Pch1) sera reconnu par le
TDBT associé FptA (Mislin et al., 2006; Schlegel et al., 2004).

Le fer est chélaté par la Pch avec une stoechiométrie de Pch:Fer de 2:1 et une affinité de 10
M= (Brandel et al., 2012; Mislin et al., 2006; Schlegel et al., 2006; Tseng et al., 2006). La
coordination du fer fait intervenir deux dendates de la premiére molécule de Pch et un dentate

pour la seconde (Tseng et al., 2006).

b. Synthése de la pyochéline

Sept enzymes de biosynthése organisés en deux opérons distincts sont impliqués dans la
synthése de la Pch chez P. aeruginosa : pchDCBA et pchEFGHI (Cornelia Reimmann &
Serino, 1998; Serino et al., 1997). L’intégralité de la biosynthése de la Pch se déroule dans le
cytoplasme bactérien avec comme premiére étape I'intervention de I'isochorismate synthase
PchA qui convertit un chorismate en isochorismate. L’isochorismate est ensuite converti en
salicylate par la pyruvate lyase PchB (Gaille et al., 2003; Serino et al., 1995). La molécule de
salicylate est ensuite activée par adénylation via PchD (Serino et al., 1997) puis chargée sur
la NRPS PchE qui lie une L-Cystéine pour former le dihrydoaeruginoate (Dha) sous le contréle
de PchC (Quadri et al., 1999; C. Reimmann et al., 2004; Cornelia Reimmann & Serino, 1998).
Le Dha est transféré a une seconde NRPS, PchF, qui lie une deuxiéme L-cystéine (C.
Reimmann et al., 2004). La Pch mature ainsi formée est libérée par la réductase PchG (C.
Reimmann et al., 2001) ( ). Comme pour la voie Pvdl, les enzymes de biosynthése
de la voie Pch interagissent certainement ensemble afin de former un complexe
multienzymatique associé a la membrane interne appelé sidérosome (Cunrath et al., 2015).
Rien n’est connu a ce jour concernant les protéines pouvant étre impliquées dans la sécrétion

de Pch dans I'environnement de la bactérie aprés biosynthése.
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c. Import du fer par la pyochéline

Apres sécrétion de Pch, le complexe Pchz-Fe formé dans I'environnement de la bactérie est
reconnu a la surface de la bactérie par le TBDT FptA (Robert G Ankenbauer, 1992; Cobessi,
Celia, & Pattus, 2005). FptA permet I'import de Pchy-Fe a travers la membrane externe, puis
le complexe est transporté vers le cytoplasme a travers la membrane interne via la perméase
FptX, qui utilise la force proton motrice comme source d’énergie (Cunrath et al., 2015; Youard
et al., 2011). L’existence d’un transporteur alternatif est cependant possible pour le passage
du complexe Pchy-Fe dans le cytoplasme car I'import du fer par la Pch n’est pas totalement
aboli dans un mutant fptX (Cunrath et al., 2015; Michel et al., 2007). Dans le cytoplasme
bactérien, le complexe Pchy-Fe participe a la régulation de la transcription des génes de la
voie Pch en se fixant au régulateur PchR. Une fois le complexe PchR-Pch,-Fe formé, il
(i) active la transcription des génes de biosynthése de la Pch et d'import du complexe Pch,-
Fe et (ii) réprime la transcription de pchR (Michel et al., 2005; Youard et al., 2011)(voir
Chapitre V) ( ). Concernant le mécanisme de dissociation du fer de la Pch, rien

n’est connu a ce jour.

Comme pour la Pvdl, la Pch est capable de chélater d’autres métaux que le fer comme Ag, Al,
Cd, Co, Cr, Cu, Eu, Ga, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sn, Tb, Tl et Zn avec une moins bonne affinité
(Braud, Hannauer, et al., 2009) mais seuls les complexes Pch-Co, Pch-Ga et Pch-Ni sont

importés dans la cellule et s’y accumulent (Braud, Hannauer, et al., 2009).
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PCH,-Fe3*

@ ———3 Régulation

Figure n°24 : Voie d’import du fer par la Pch chez P. aeruginosa et structure du transporteur
FptA chargée en Pch. Structure d’apres Cobessi et al., 2005 (PDB : 1XKW). ME : Milieu extracellulaire,
P : Périplasme, C : Cytoplasme.
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Chapitre IV

Autres mécanismes d’acquisition du
fer chez P. aeruginosa
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P. aeruginosa posséde la capacité d’utiliser des sidérophores produits par d’autres micro-
organismes : les exosidérophores ( ). Elle peut exploiter certaines Pvds produites
par d’autres Pseudomonas et des sidérophores produits par d’autres familles bactériennes ou
de champignons. Certaines voies sont bien décrites, comme celle de I'enterobactine (ENT),
un sidérophore produit par E. coli (K Poole et al., 1990) et le ferrichrome, un sidérophore
produit par les mycétes (M. A. Llamas et al., 2006). D’autres voies sont moins documentées,
comme celle de la vibriobactine produite par Vibrio cholerae (Elias et al., 2011), ou celle du
chélateur « naturel », le citrate (Cox, 1980; Harding & Royt, 1990). Pour les autres
sidérophores utilisés, comme par exemple la cepabactine produite par Pseudomonas cepacia
(Mislin et al., 2006), la mycobactine produite par les mycobactéries (Maria A. Llamas et al.,
2008) et la ferrioxamine produite par les Streptomyces (M. A. Llamas et al., 2006; Visca et al.,
2002), seuls les TBDTs sont identifiés. Pour Iinstant, rien n’est connu des autres protéines

impliquées et des mécanismes de dissociation du fer de ces exosidérophores.
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L’intérét de pouvoir acquérir du fer par une multitude d’exosidérophores confére a la bactérie
un avantage dans la lutte pour I'acquisition du fer par rapport a d’autres micro-organismes. En
effet, il n'est pas rare de retrouver P. aeruginosa en situation de co-infection avec d’autres

pathogénes (Folkesson et al., 2012). De maniére générale, dans I'environnement ou vit la
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bactérie, d’autres espéces microbiennes seront présentes et le fait de pouvoir « pirater » les
sidérophores des autres bactéries ou champignons est un avantage indéniable dans la lutte

pour le précieux nutriment.

a. Voie Entérobactine

La voie enterobactine (ENT) a été plus largement étudiée chez Escherichia coli que chez P.
aeruginosa. Chez cette derniére, le complexe ferri-ENT est reconnu par les transporteurs
TonB dépendant PfeA et PirA et est ensuite transloqué dans le périplasme (Ghysels et al.,
2005; K Poole et al., 1990). Dans le périplasme, I'estérase PfeE hydrolyse 'TENT en complexe
avec le fer en trois molécules de DHBS (N-(2,3-dihydrobenzoyl) serine) toujours en complexe
avec le fer (Perraud et al., 2018). La dissociation du fer des trois molécules de DHBS nécessite
une réduction du fer ferrique en fer ferreux mais ni la réductase ni la localisation cellulaire du
mécanisme n’ont été caractérisées (Perraud et al., 2018). De ce fait, le compartiment
cellulaire, périplasme ou cytoplasme, ou se déroule la dissociation du fer des molécules de

DHBS n’est pas encore identifié ( ).

ENT-Fe3*

PirA M E

UHb’JUW%%&% ‘ ‘ JULYULYLYY Y M&Ww
‘@ ) ©
__>@J —50 L °

DHBS; Fe?
v C
(%)
¢ Fe*

FeZt C
ME : Milieu

extracellulaire, P : Périplasme, C : Cytoplasme. Adapté d’apres (Perraud et al., 2018).
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b. Voie des Hydroxamates

Deux voies d’acquisitions du fer par les sidérophores de type hydroxamates ont été identifiées
chez P. aeruginosa : une voie pour le ferrichrome et une voie pour la ferrioxamine B et ses

analogues.

Le complexe ferrichrome-Fe* est reconnu et transporté au travers de la membrane externe
par le TBDT FiuA. Le complexe est ensuite transloqué au travers de la membrane interne par
la perméase FiuB qui utilise la force proton motrice de la membrane interne comme source
d’énergie. La dissociation du complexe ferrichrome-Fe** se déroule dans le cytoplasme et
implique une étape de réduction du fer en fer ferreux par une réductase non identifiée et une
étape d’acétylation du ferrichrome par la N-acetyltransferase FiuC. Ce mécanisme
d’acétylation serait important pour diminuer l'affinité du sidérophore pour le fer et favoriser la
dissociation (Hannauer et al., 2010a). Le ferrichrome acétylé est ensuite excrété de la bactérie
par un mécanisme non identifié ( ). Des études récentes menées au laboratoire
ont montré que FiuA n’était pas le seul TBDT a transporter ferrichrome-Fe®*" mais le second

transporteur n’a pas été identifié (Normand et al., 2020 —récemment soumis pour publication).

P. aeruginosa peut utiliser deux sidérophores de type ferrioxamine : la ferrioxamine B et son
analogue cyclisé, la nocardamine. Les complexe ferrioxamine-Fe** et nocardamine-Fe®*" sont
reconnus et transportés par le TBDT par FoxA (M. A. Llamas et al., 2006). Il a été démontré
dans notre équipe qu’un autre TBDT non identifié est également impliqué dans le transport de
la ferrioxamine B tandis que le complexe nocardamine-Fe** est exclusivement transporté par
FoxA (Normand et al., 2020 —récemment soumis pour publication).

Apres import dans le périplasme, une perméase, FoxB, pourrait &tre impliquée dans I'utilisation
des ferrioxamines pour I'import dans le cytoplasme (O Cuiv et al., 2007). Le devenir des

complexes dans le cytoplasme est inconnu ( ).
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Ferrichrome-Fe3* Ferrioxamine B-Fe3*

Ferrichrome
& acylé

0+ FiuC

Fe2+

ME :
Milieu extracellulaire, P : Périplasme, C : Cytoplasme. Adapté d’aprés Hannauer et al., 2010a

c. Voie Vibriobactine

FvbA est le TBDT reconnaissant le complexe Vibriobactine-Fer a la surface membranaire et
le transportant au travers de la membrane externe. Rien n’est connu du mécanisme de

transport et de dissociation du fer de la Vibriobactine (Elias et al., 2011).

d. Citrate

La molécule de citrate est considérée comme un exosidérophore utilisé par P. aeruginosa. Le
TBDT associé est FecA. Le citrate et le fer se dissocient dans le périplasme par un mécanisme
impliquant une réduction du fer (Marshall et al., 2009). Une protéine périplasmique, PcoA,
ayant une activité oxydoréductase a été proposée comme étant la protéine permettant la
réduction du fer et par conséquent la dissociation du complexe citrate-Fe** (Marshall et al.,
2009). Le fer ferreux est ensuite transporté dans le cytoplasme, via le systéme de transporteur
FeoB.
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a. Acquisition du fer par la molécule d’héme

L’héme est une molécule cruciale au bon fonctionnement des cellules de mammiféres
aérobies et est la source de fer la plus abondante dans le corps (Worwood, 2012). L’héme est
formé d’une structure aromatique, ou porphyrine, elle-méme constituée de quatre noyaux
pyrrol et posséde en son centre du fer qui peut étre sous la forme ferrique ou ferreux. Le fer
est lié aux 4 atomes d’azote de la porphyrine. L’héme est donc une molécule hydrophobique
et sert de groupement prosthétique pour de nombreuses hémoprotéines (Ponka, 1999, Li et
al., 2011). De plus en plus d’études montrent que 'héme est une molécule importante dans la
pathogeénicité et constitue une source de fer indéniable pour P. aeruginosa notamment dans
le cadre de la mucoviscidose (Konings et al., 2013; Marvig et al., 2014; Nguyen et al., 2014).

Trois systémes d’'import d’héme sont connus chez P. aeruginosa ( ):

Le premier systéeme, nommé Phu (Pseudomonas haem uptake), permet a la bactérie d’extraire
directement ’'héme des hémoprotéines ou d’acquérir ’'héme libre. Dans ce systéme, le TDBT
PhuR interagit avec les hémoprotéines et extrait 'héme de ces protéines pour les importer
dans le périplasme (Smith & Wilks, 2015). Le second systeme est le systéeme Has. Dans ce
dernier, la bactérie va sécréter une protéine HasA, appelée hémophore, qui va extraire 'héme
des protéines de I'héte (Dent et al., 2019; Ochsner et al., 2000). Le complexe HasA-héme est
ensuite reconnu par le TBDT HasR qui va extraire 'héme de HasA et permettre le passage de
'héme dans le périplasme. La troisieme stratégie est le systéme Hxu impliquant le TBDT
HxuA. Il serait impliqué dans la reconnaissance de la molécule d’héme libre dans
'environnement de la bactérie (Otero-Asman et al., 2019). Néanmoins, peu d’informations sont

disponibles sur HxuA en tant que TBDT.

Le devenir de 'héme dans la cellule est ensuite commun aux trois systémes. Dans I'espace
périplasmique, 'héme est fixé par la protéine PhuT et transporté vers le cytoplasme par le
transporteur ABC PhuUV. Dans le cytoplasme I'héme se lie a une protéine chaperonne, PhuS,
afin d’étre transporté jusqu’a la protéine HemO, une héme oxygénase qui dégrade 'hnéme en
biliverdine IXB et 1Xa, Fe(ll) et CO (Kaur et al., 2009; Lansky et al., 2006; O’Neill & Wilks,
2013).
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BD : biliverdine, CO :
monoxyde de carbone. ME : Milieu extracellulaire, P : périplasme, C : cytoplasme. Adapté d’aprés
(Pierre Cornelis & Dingemans, 2013).

b. Le systéme Feo

Dans les environnements anaérobiques ou microaérobiques a bas pH, le fer ferreux est
importé directement via le systéeme FeoABC. Le fer ferreux diffuse au travers de la membrane
externe via une porine puis est transporté au travers de la membrane interne vers le
cytoplasme par le canal GTP dépendant formé par FeoB (Cartron et al., 2006;
Seyedmohammad et al., 2016) ( ). La transcription des génes codant pour
I'expression des protéines de cette voie est régulée par le régulateur transcriptionnel FeoC.

Le role de FeoA reste méconnu chez P. aeruginosa (Lau et al., 2016).

c. Les phénazines

Les phénazines sont des métabolites secondaires sécrétés par P. aeruginosa capables de
réduire le fer ferrique lié a des protéines et de le rendre plus accessible pour la bactérie (Y.
Wang et al., 2011; Yun Wang & Newman, 2008). Les phénazines sont sécrétées sous leur
forme réduite dans le milieu extracellulaire ou elles vont étre oxydées, ce qui entraine une
réduction du fer. Les phénazines peuvent étre recyclées et a nouveau réduites dans le

cytoplasme. Le mécanisme de réduction est peu connu mais est couplé a I'oxydation du NADH
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en NAD" (Price-Whelan et al., 2007). Chez P. aeruginosa, les phénazines correspondent a
'acide phénazine-1-carboxylic (PCA) et a la pyocyanine (le PCA étant le précurseur de la
phénazine)(Y. Wang et al., 2011). Le fer ferreux passe ensuite par le systéme Feo pour étre

utilisé par la cellule ( )-

Fe2
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A
gauche, structures de la pyocyanine et du PCA. A droite, détails des voies d'import du systeme
FeoABC couplé aux phénazines. ME : Milieu extracellulaire, P : périplasme, C : cytoplasme. Adapté
d’'aprés (Pierre Cornelis & Dingemans, 2013).

L’avantage de posséder différents moyens d’acquisition du fer peut s’illustrer dans les cas des
infections a P. aeruginosa, avec I'exemple des patients atteints de mucoviscidose.

Plusieurs études ont montré que les voies respiratoires des patients souffrant de cette maladie
ne sont pas totalement dénuées de fer (Reid et al., 2004, 2007; Stites et al., 1998, 1999). Ce
fer n’est pas libre mais va étre retrouvé chélaté a des protéines comme la lactoferrine, la
transferrine ou la ferritine. La Pvdl sécrétée par P. aeruginosa est capable de prélever le fer
directement de la transferrine et de la lactoferrine. De plus, certaines peptidases peuvent
également dégrader les protéines chélatant le fer afin de le libérer (Doring et al., 1988;
Sriyosachati & Cox, 1986; Wolz et al., 1994; Xiao & Kisaalita, 2018). Il a été reporté, dans le
cas des infections sur le long terme, que certaines bactéries vont perdre la capacité a produire
de la Pvdl afin d’économiser de I'énergie et réduire leur virulence. Ces mémes cellules vont

guand méme exprimer le transporteur FpvA pour utiliser la Pvdl produite par les cellules

-59 -



avoisinantes (Andersen et al., 2015). La perte de la production de Pvdl chez ces bactéries
entraine 'augmentation de I'expression des transporteurs de 'héme (Marvig et al., 2014;
Nguyen et al., 2014). Les voies d’import utilisant 'héme sont donc également sollicitées dans
le cas de la mucoviscidose et la source de cet héme est probablement liée a la présence de
protéines comme I'hémoglobine, I'haptoglobine ou la myoglobine (Konings et al., 2013).

La bactérie peut également acquérir le fer ferreux qui est présent dans les poumons des
patients (Hunter et al., 2013). En effet, dans les phases plus tardives de la maladie, le
développement des bactéries sous forme de biofilm peut créer un microenvironnement
hypoxique maintenant la forme réduite du fer. De plus, la présence de métabolites tels que les
phénazines dans le septum de patients a été démontré. Ces phénazines peuvent réduire le
Fe* présent en Fe? (Hunter et al., 2013). Dans ces cas-la, les cellules peuvent acquérir le fer
via le systéme FeoABC (Konings et al., 2013).

Finalement, P. aeruginosa peut se développer en co-infection avec d’autres micro-organismes
sécréteurs de sidérophores que P. aeruginosa peut exploiter (Harrison, 2007; lain L. Lamont
et al., 2009).
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Chapitre V

Régulation de ’lhoméostasie du fer
chez P. aeruginosa
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Les multiples systémes d’acquisition du fer de P. aeruginosa cités précédemment reflétent la
capacité de cette bactérie a coloniser différents types d’environnements dont I'hote.
Cependant, I'h6te essaie de séquestrer le fer pour se protéger des pathogénes. Il s’agit d’'une
stratégie appelée immunité nutritionnelle. Toutes les voies d’acquisitions du fer ne sont pas
exprimées et utilisées en paralléle par la bactérie. Cela implique que I'expression des protéines
impliquées dans ces différentes voies est trés finement régulée pour que la cellule s’adapte
au mieux a son environnement et utilise la stratégie la plus efficace pour acquérir le fer. Par
ailleurs, un excés de fer est toxique pour la cellule. Ceci implique également une répression

de I'expression des génes impliqués dans 'assimilation du fer en cas d’excés de fer.

La protéine Fur (Eerric Uptake Regulator) a été identifiée pour la premiere fois chez E. coli
(Bagg & Neilands, 1987; Escolar et al., 1999). Cette protéine appartient a la superfamille des
protéines FUR. Chez P. aeruginosa, elle agit principalement en tant que répresseur en
contrélant I'expression de la grande majorité des génes impliqués dans I'acquisition du fer. Fur
a également un réle dans la régulation de I'expression de certains génes de virulence
bactérienne et le stress oxydatif (Pierre Cornelis et al., 2009; Troxell & Hassan, 2013). Apo-
Fur se trouve dans le cytoplasme bactérien sous forme de tétraméres. Lorsque la
concentration intracellulaire en fer est suffisamment élevée et optimale, le fer libre Fe?" se lie
a la protéine Fur, qui forme alors des diméres dont chaque monomére posséde en N-terminal
un domaine de liaison a 'ADN et en C-terminal un domaine de dimérisation. Cette liaison du
fer a Fur entraine un changement de conformation qui permet au complexe de se fixer sur une
séquence ADN spécifique. Cette séquence, nommeée la boite Fur, est localisée sur la région
promotrice des génes impliqués dans I'acquisition du fer (Troxell & Hassan, 2013). Cette boite
Fur est une séquence consensus de type palindromique : 5 GATAATGATAATCATTATC 3
(U. A. Ochsner & Vasil, 1996). Un dimére de Fur se lie de chaque cété du double brin d’ADN,
empéchant ainsi la liaison de 'ARN polymérase avec la région promotrice. L'expression des
geénes cibles est alors réprimée ( ).

Fur peut également agir en tant qu’activateur. Trois mécanismes ont été décrits jusqu’a
présent : Fur peut réprimer I'expression de petits ARN non codants régulateurs et ainsi activer
indirectement I'expression de génes contrdlés par ces petits ARN. Ce mécanisme est le seul
décrit chez P. aeruginosa. Chez d’autres organismes, Fur peut également favoriser le
recrutement de '’ARN polymérase en se fixant sur des sites cis de régulation. Enfin, Fur peut
agir en tant qu’anti-répresseur en bloquant la fixation d’'un répresseur de transcription a 'ADN
(Troxell & Hassan, 2013).
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En haut : mécanisme général de la régulation médiée par Fur. En bas, structure de apo-Fur sous forme
de tétramere (PDB : 6H1C) et structure des diméres de Fur fixés a la molécule d’ADN en violet (PDB :
4RB1). Les images ont été réalisées via NGL Viewer (Rose et al., 2018).

a. _Facteur sigmal/anti sigma

Pour certaines voies d’acquisition du fer, il existe une régulation positive de la transcription
des génes de la voie. Cette régulation est induite par le sidérophore chargé en fer lui-méme.
Cette régulation intrinséque des voies est médiée par des facteurs sigma
spécifiques appartenant a la famille des facteurs sigma a fonction extra-cytoplasmique (ou
facteur sigma ECF). Elle fait également intervenir des facteurs anti-sigma localisés dans la
membrane interne et les TBDTs possédant un domaine de signalisation.
Ces facteurs sigma sont des protéines qui s’associent avec 'ARN polymérase. L’holoenzyme
résultant de cette association est ensuite dirigée spécifiquement vers la région promotrice des
genes cibles pour initier leur transcription (Gross et al., 1998). Les facteurs sigma peuvent
eux-mémes etre soumis a une régulation interne par le biais de facteur anti-sigma. Un facteur
anti-sigma a pour role d’'empécher un facteur sigma spécifique de s’associer avec 'ARN
polymérase et donc va empécher la transcription des génes cibles du facteur sigma en
question. Il existe ainsi des couples facteur sigma/facteur anti-sigma (Hughes & Mathee, 1998)
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De maniére générale, le domaine de signalisation du TBDT subit un changement de
conformation lorsqu'il y a interaction entre le transporteur et le complexe sidérophore-fer. Ce
changement conformationnel permet l'interaction de ce domaine avec le facteur anti-sigma
associé qui est situé sur la membrane interne. Cela résulte en une protéolyse du facteur anti-
sigma par l'action de deux peptidases. La partie périplasmique de I'anti-facteur sigma est
d’abord clivée par une premiéere peptidase nommée Prc. Ce premier clivage rend accessible
un second site de protéolyse qui est ensuite clivé par une seconde peptidase nommée RseP
chez la plupart des bactéries. Cela permet la libération dans le cytoplasme du facteur sigma
qui peut alors se lier a 'ARN polymérase et ainsi permettre la transcription des génes impliqués
dans I'acquisition du fer par le sidérophore ayant activé cette cascade de signalisation (

) (Bastiaansen et al., 2014; Draper et al., 2011; Llamas et al., 2014; Otero-Asman et al.,
2019).

Sidérophore-Fe3*

ME TBDT Boite
SRR Tons RSO
CU)&U)%WWU&J)L HHYUJUWUJU%%E%UUWM%
p m—) Domaine de signalisation
Facteur anti-c
SEEBEEbEbEES
C

Prc/ RseP

Promoteur Génes d’acquisition du fer

ME : Milieu
extracellulaire, P : Périplasme, C : Cytoplasme.
Chez P. aeruginosa, I'expression des protéines des voies sidérophores impliquant le
ferrichrome (TBDT FiuA/ anti facteur sigma FiuR/ facteur sigma Fiul), la Pvdl (TDBT FpvA/
anti facteur sigma FpvR/ facteurs sigma Fpvl et PvdS), le citrate (TDBT FecA/ anti facteur
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sigma FecR/ facteur sigma Fecl), la ferrioxamine (TBDT FoxA / anti facteur sigma FoxR/
facteur sigma Foxl) et la mycobactine (TDBT FemA/ anti facteur sigma FemR/ facteur sigma

Feml) est régulée par un mécanisme de ce type.

Concernant la Pvdl, la régulation de la transcription des différents génes de la voie Pvdl fait
intervenir deux facteurs sigmas (Fpvl et PvdS) et un facteur anti-sigma (FpvR) ( )-
Lorsque le complexe Pvdl-Fe est reconnu par le TBDT FpvA a la surface de la bactérie, FpvA
subi un changement conformationnel de sa partie périplasmique en N-terminal. Ce
changement permet au domaine de signalisation situé dans le périplasme d’interagir avec le
facteur anti-sigma FpvR (Brillet et al., 2007 ; Schalk et al., 2009). Cette interaction entraine
une protéolyse de FpvR via deux enzymes, une peptidase site-1-like et la peptidase RseP
(Draper et al., 2011). Ces deux enzymes permettent de libérer dans le cytoplasme les deux
facteurs sigmas PvdS et Fpvl normalement séquestrés par FpvR (Beare et al., 2003; Draper
et al., 2011; I. L. Lamont et al., 2002). Les deux facteurs sigma recrutent ensuite la RNA
polymérase. Pour PvdS, le site de fixation se fait au niveau de la séquence consensus appelée
boite IS (pour Iron-Starvation) constituée de TAAAT-N16 / 17-CGT (Rombel et al., 1995;
Wilson et al., 2001). Cela active la transcription des génes impliqués dans les voies de
biosynthése de la Pvdl ainsi que des geénes impliqués directement dans la virulence
bactérienne comme par exemple le géne toxA codant pour I'exotoxine A (Urs A. Ochsner et
al., 1996) ou encore le géne prpL codant pour la protéase prpL (Lamont et al., 2002; Wilderman
et al., 2001). La synthése de Pvdl et 'import dans P. aeruginosa du complexe PvdI-Fe vont
entrainer la synthése de facteurs de virulence. C’est donc I'un des raisons pour laquelle la
Pvdl est considérée elle-méme comme un facteur de virulence.

Le facteur sigma Fpvl permet l'initiation de la transcription du géne fpvA codant pour le TDBT
FpvA (Beare et al., 2003) et des génes d’'import fpvGHJKCDEF. En I'absence de complexe
Pvdl-Fe, les deux facteurs sigma Fpvl et PvdS sont séquestrés par le facteur anti-sigma FpvR.
Les génes cibles ne sont par conséquent pas transcrits. Cependant, en I'absence de Pvdl-Fe,
il existe tout de méme une quantité significative de PvdS et Fpvl non liées a FpvR dans le
cytoplasme. Cela permet une expression basale trés faible de FpvA, ainsi qu’'une sécrétion
trés faible de Pvdl. Cette quantité de Pvdl sécrétée peut potentiellement s’accumuler et
atteindre une concentration suffisante pour ensuite induire I'expression des génes cibles

(Edgar et al., 2017). La voie Pvdl est également sous le contrdle de la protéine Fur qui réprime
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la transcription des génes cibles lorsque la concentration en fer atteint une certaine

concentration dans le cytoplasme de la cellule.
Pvd-Fe3*

Q I Boite FUR
/ |:| Boite Fpvl

I Boite Pvds
ARN polymérase 4@ Q

N
I | ;vaHJKCDEF fovR >|_| W fovA ) nBiosynthése Pvd Virulence : prplL, exotoxing...
< fovt

D
Fur-Fe

ME : Milieu extracellulaire, P : Périplasme et C : Cytoplasme. Adapté d’aprés (Schalk et al., 2020).

D’autres voies d’acquisition du fer n’impliquant pas les sidérophores sont également régulées
par les facteurs sigma/anti-sigma. C’est le cas de la voie d'import de I'héme, avec le systéme
HasR (TBDT), HasS (facteur anti-sigma) et Hasl (facteur sigma). Dans le cas du systéme Has,
l'activation de la transcription des génes hasR et hasA (codant 'hémophore HasAp) est
régulée par les facteurs sigma Hasl et anti-sigma HasS (Dent et al., 2019). Cette régulation
est amorcée par la liaison du complexe HasAp-héme au TBDT HasR. Concernant le systéme
Hxu, le génome de P. aeruginosa code pour les genes hxuR et hxul, un systéme anti-
sigma/sigma certainement impliqué dans la régulation de la transcription des génes de la voie
Hxu (Otero-Asman et al., 2019).

b. Réqulateurs types AraC

Les régulateurs de la famille AraC sont des régulateurs transcriptionnels impliqués dans la
régulation de 'homéostasie du fer, mais aussi du métabolisme du carbone, de la réponse au
stress et de la pathogénicité chez les bactéries (Gallegos et al., 1997; Martin & Rosner, 2001).
Ces régulateurs sont organisés en deux différents domaines : un domaine C-terminal trés

conservé avec deux motifs hélice-turn-hélice impliqués dans la reconnaissance de I'’ADN et la
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fixation spécifique sur la région promotrice (Cass & Wilcox, 1986; Kwon et al., 2000; Martin &
Rosner, 2001). Le second domaine d’environ 150 acides aminés, moins conservé, se situe du
coté N-terminal et participe a la reconnaissance du ligand et de sa dimérisation (Michel et al.,
2005). Chez P. aeruginosa, la régulation de la transcription des génes de la voie Pch est
médiée par le régulateur transcriptionnel PchR (Heinrichs & Poole, 1996). PchR est localisée
au niveau du cytoplasme bactérien et va reconnaitre et lier le complexe Pch,-Fe aprés son
import dans la bactérie. Le complexe formé PchR-Pchz-Fe va ensuite se lier sur une séquence
trés conservée située dans la région promotrice des géenes cibles : la boite PchR (Heinrichs &
Poole, 1996; P.-C. Lin et al., 2013; Michel et al., 2005, 2007). Cette liaison permet I'activation
de la transcription des génes impliqués dans la biosynthése (opérons pchDCBA et pchEFGF)
et 'import du fer par la Pch (opéron fptABCX). La boite PchR est constituée d’'une sequence
consensus de 32 paires de bases, comprenant la séquence ATCGAAA répétée deux fois et
est séparée par 14 nucléotides (Michel et al., 2005).

PchR est aussi un répresseur transcriptionnel de sa propre transcription. L'organisation
génomique fait que la boite PchR de pchD chevauche la région promotrice du géne pchR.
Ainsi, lorsque PchR-Pch,-Fe se fixe au niveau de la boite PchR en amont de pchD, la
transcription de pchR est inhibée (Michel et al., 2005) ( ). La voie Pch est

également régulée via I'action du répresseur Fur.

I Boite FUR

D Boite PchR

S~ 1

Adapté d’aprés (Schalk et al., 2020).
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c. Régulation par les systémes a deux composantes

Les systémes a deux composantes sont composés d’un senseur (généralement une histidine-
aspartate-kinase) qui est capable de détecter différents stimuli du milieu extracellulaire, et d’'un
régulateur. En cas de stimulus extérieur, la kinase phosphoryle le régulateur qui va a son tour
activer I'expression des génes appropriés pour répondre aux besoins provoqués par ce
stimulus. Il a été recensé plus de 60 systémes a deux composantes chez P. aeruginosa, dont
un est impliqué dans la régulation de la transcription des génes de la voie d’acquisition du fer
par I'entérobactine. Deux génes localisés en amont de pfeA (géne codant pour le TBDT du
complexe ferri-enterobactine), codent pour un senseur (pfeS) et un régulateur (pfeR) (Dean &
Poole, 1993). Ce systéme a deux composantes régule I'expression de pfeA et pfeE en
réponse a la présence d’entérobactine-Fe (Dean & Poole, 1993). Apres transport du complexe
entérobactine-fer dans le périplasme de la bactérie par PfeA et avant son hydrolyse par PfeE,
celui-ci interagit avec le senseur PfeS localisé dans la membrane interne. Cette interaction
entraine une autophosphorylation de PfeS, ce qui va permettre de phosphoryler PfeR, qui va
activer la transcription des génes pfeA et pfeE en se liant a une région promotrice.

Un second systeme a deux composantes a également été identifié. Il s’agit du systéeme
PirS/PirR, associé au TDBT PirA (Ghysels et al., 2005). Le sidérophore reconnu par ce TBDT

et détecté par ce systéme a deux composantes n’a pas été identifié a ce jour.

d. Autres types de régulateurs impliqués dans ’homéostasie du fer

Un autre type de régulateur transcriptionnel est FvbR qui est impliqué dans la régulation de la
transcription des génes de la voie d’acquisition du fer par le sidérophore vibriobactine. FvbR
fait partie de la famille des régulateurs transcriptionnels bactérien IcIR. Peu d’études ont été
réalisées sur le mode de régulation de FvbR. Il serait un répresseur de fvbA (codant pour le
TDBT associé a la vibriobactine). Cette répression serait levée en présence du complexe
vibriobactine-fer. Il est fort probable que le complexe vibriobactine-fer se fixe a FvbR, ce qui

leverait la répression (Elias et al., 2011).

Les petits ARN (small RNA, sARN) mesurent environ entre 50 et 500 nucléotides et possédent
une forte structuration secondaire en tige boucles. Ces petits ARN régulateurs sont codés par
des petits génes en aval d’un promoteur spécifique et se terminent pour la plupart par un

terminateur rho-indépendant. Plusieurs mécanismes de la régulation par les petits ARN sont
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connus. Brievement, le premier type de mécanisme repose sur I'hybridation d’'un ARN
messager (ARNm) avec un sARN ce qui va déstabiliser les ARNm. Cela entraine la
dégradation des ARNm et par conséquent I'absence d’expression des génes cibles. Dans le
second mécanisme, les sRNA s’hybrident avec ’ARNm ce qui modifie la structure secondaire
des ARNm : soit la région RBS est masquée par cette hybridation et les ARNm cibles ne sont
pas traduits (régulation négative), soit la région RBS est dévoilée et la traduction peut
s’effectuer (régulation positive). Enfin les SARN peuvent moduler I'activité de protéines cibles

en se fixant directement dessus (Majdalani et al., 2005; Gottesman & Storz, 2011).

a. prrF1 et prrF2

La protéine Fur est également impliquée dans la régulation de I'expression de deux petits
SARN : PrrF1 et PrrF2 qui sont homologues a 94% (Wilderman et al., 2004). Ces deux petits
ARN de 110 nucléotides sont homologues a RyhB, le premier sARN régulé par le fer a avoir
été décrit chez E. coli (Jacques et al., 2006). Les sARN PrrF1 et PrrF2 sont responsables de
la répression de la transcription de génes codant pour des protéines utilisant le fer, classées
comme non essentielles pour P. aeruginosa (comme la superoxide dismutase SodB, plusieurs
enzymes du cycle de Krebs et des protéines a centre Fer-Souffre). Le mécanisme serait le
méme que pour RyhB, ou les deux sARN se lieraient au niveau de la région complémentaire
sur les ARNm afin de réduire leur stabilité et la traduction en protéine (Wilderman et al., 2004).
Ainsi, lorsqu’il y a trop peu fer dans la cellule, PrrF1 et PrrF2 sont activés et empéchent la
traduction des protéines non essentielles utilisant le fer, afin de favoriser ce nutriment pour
d’autres réactions enzymatiques. Lorsque la concentration en fer devient assez élevée, la
protéine Fur liée au fer réprime la transcription de PrrF1 et PrrF2, permettant ainsi a ces
protéines non essentielles d’utiliser le fer disponible. Cette régulation a été nommée de

maniére élégante « la réponse épargnant le fer » ( )

b. PrrH

L’organisation en tandem des génes prrF- permet I'expression d’un troisieme sARN nommé
PrrH qui est impliqué dans 'homéostasie de I'héme (Oglesby-Sherrouse & Vasil, 2010). PrrH
est prédit pour réguler I'expression de nombreux génes impliqués dans I’homéostasie de
I'héme (import, biosynthése...) via la séquence unique dérivée de la région intergénique de
prrF1-prrF2 (Oglesby-Sherrouse & Vasil, 2010; Reinhart et al., 2017). Le role biologique exact

de PrrH n’est pas connu.
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Modifié d’aprés Reinhart et al.,
2016

L’homéostasie du fer et sa régulation chez P. aeruginosa peut étre interconnectée avec
d’autres voies métaboliques et de virulence. Ce paragraphe met I'accent sur la voie Pvdl car

c’est cette voie d’import qui fait I'objet de cette theése.

a. Voie Pvdl et facteurs sigma extra-cytoplasmique

Un exemple illustrant ce principe est I'expression des génes fovGHJKCDEF. Elle est contrblée
comme nous l'avons vu précédemment par les facteurs sigma PvdS et Fpvl, mais aussi par
d’autres facteurs sigma a fonction extra cytoplasmiques. Ces autres ECF sont impliqués dans
des systémes de signalement de surface répondant a des signaux indépendants de
I’'homéostasie du fer (Chevalier et al., 2019). Ces facteurs sigma sont ( ):

- SigX_: un facteur sigma impliqué dans la réponse cellulaire globale (chémotaxie,

adaptation, mobilité, attachement, virulence, sécrétion de protéine...)
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- PAO0149 : un facteur sigma probablement associé au facteur anti-sigma PA0150 et au
TDBT PA01451 dont les rdles sont inconnus mais qui permettrait probablement I'import
d’'un complexe sidérophore-métal

- FliA : ce facteur sigma n’est pas un ECF mais appartient a la famille des facteurs sigma
28 et est impliqué dans la régulation et la production du flagelle.

- PA2050 : les génes régulés par ce potentiel facteur sigma ne sont pas identifiés mais

seraient impliqués dans 'homéostasie des métaux.

fovG fovH  fpvd fovK fovC  fpvE fovD  fpvF
PA2403 PA2404 PA2405 \ PA2406 N PA2407 PA2408 PA2409 PA2410
T|:>~| >

(O Geénes voie Pvdl, virulence
(Geénes voie Pvdl

O Réponse cellulaire globale
(JFlagelle
(O Homéostasie métaux (Zinc, Fer?)

O Homéostasie métaux (Zinc, Fer?)

D’apres
Chevalier et al., 2019.
De par son réle dans I'acquisition du fer et la virulence bactérienne, la Pvdl est une molécule
importante pour P. aeruginosa. Compte tenu de la diversité des voies de régulation
connectées a la transcription des génes liés a la voie Pvdl, cette voie d’'import du fer pourrait
étre impliquée dans d’autres mécanismes plus ou moins indépendants du fer. Par exemple, la
régulation par le facteur sigma FliA de la transcription des génes impliqués dans I'import de
Pvdl-Fe suggére une régulation interconnectée entre la motilité et 'import du fer par la Pvdl.
L’expression du flagelle permettrait a la bactérie de se déplacer pour chercher le fer dans son
environnement. La régulation par le facteur sigma SigX, impliqué entre autres dans la
chémotaxie, appuierait également cette hypotheése. De plus, chez P. putida, un mutant
incapable de produire de la Pvdl perd sa motilité de type swarming. La concentration en fer
dans le milieu extracellulaire pourrait agir dans ce cas comme un signal environnemental dans

I'activation de la motilité mais le mécanisme exact n’est pas encore connu (Matilla et al., 2007).

b. Relation de la voie Pvdl avec le quorum sensing.

Le quorum sensing est utilisé par la plupart des bactéries a Gram négatif pour la régulation et
le contréle de I'expression de divers génes impliqués dans la virulence, le métabolisme, etc.

Brievement, il s’agit d'un mécanisme faisant intervenir la sécrétion d’auto-inducteurs (Al).
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Lorsque le seuil de sécrétion d’Al a été atteint dans le milieu environnant les cellules, un
complexe est formé entre les Al et un régulateur transcriptionnel ce qui va permettre d’activer
ou non l'expression de nombreux génes. Le quorum sensing est donc un mécanisme de
communication entre les bactéries dépendant de la densité cellulaire puisque la concentration
d’Al critique va dépendre de la densité cellulaire (Papenfort & Bassler, 2016). Plusieurs
systémes de régulation coexistent de maniére hiérarchique chez P. aeruginosa : on retrouve
les systémes Las et Rhl qui dépendent de N-acyl homosérine lactones (AHL), le systéeme PQS
(Pseudomonas Quinolone Signal) qui dépend des alkyle quinolones et le systeme IQS
(Integrated Quorum Sensing) (J. Lee & Zhang, 2015). La résume les différents

facteurs de virulence qui sont sous le contrdle du quorum sensing chez P. aeruginosa.
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Le 3-oxoC12-HSL (N-3-oxo-dodecanoyl homeserine lactone), le C4-HSL (N-
butyryl-I-homosérine lactone), IQS et PSQ sont les molécules auto-inductrices des systémes de quorum
sensing Las, Rhl, IQS et PQS respectivement. Les fleches classiques signifient I'activation su systeme,
les fleches finissant avec un trait signifient la répression du systéeme. Modifié d’aprés (J. Lee & Zhang,

2015).

La voie Pvdl est connectée aux deux systémes de quorum sensing Las et Rhl. L’acylase
périplasmique PvdQ impliquée dans I'hydrolyse de I'acide myristique ou myristoléique du
précurseur de la Pvdl est également capable d’hydrolyser les N-acyl homosérine lactones, qui
sont les molécules auto-inductrices de ces systémes de quorum sensing (Bokhove et al.,

2010). Ainsi, PvdQ régule négativement et de maniére indirecte I'expression des genes du
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quorum sensing. Il a méme été montré que I'administration de PvdQ en tant qu’inhibiteur du
quorum sensing dans un modeéle infectieux pulmonaire de souris atténuait la virulence liée a
P. aeruginosa (Utari et al., 2018). La voie Pvdl est aussi connectée au troisieme systéeme
quorum sensing, le systtme PQS. En effet, il a été montré que ce systéeme était capable
d’induire I'expression des génes de biosynthése de la Pvdl et aussi de la Pch. En condition de
biofilm, les molécules de PQS auraient aussi un réle positif a jouer dans la production de
sidérophores (Diggle et al., 2007; Kang et al., 2017).

Le role des sARN PrrF1 et PrrF2 va également au-dela de ’lhoméostasie du fer. En effet, ces
deux petits ARN sont impliqués directement dans la virulence bactérienne : les PrrFs
promeuvent la production de I'alkylquinolone 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone, qui est I'auto-
inducteur du systéeme PQS. Ce systéeme permet I'activation de I'expression de nombreux
génes de virulence comme lasB, lecA, la production de pyocyanine...(Cao et al., 2001; Pesci
et al., 1999). De plus, dans un modéle murin mimant I'infection aigué pulmonaire, il a été
montré que le locus prrF codant pour les deux sARN est requis dans I'établissement de la

virulence de P. aeruginosa (Reinhart et al., 2015).

Notre équipe a pu récemment démontrer la capacité d’adaptation de P. aeruginosa en
présence d’'un mélange de plusieurs exosidérophores qu’elle peut exploiter (Perraud et al.,
2020). Cette étude a montré qu’en présence de sidérophores exogénes, P. aeruginosa active
préférentiellement les voies d’'import associées a ces exosidérophores tout en réprimant celles
de ses propres sidérophores, la Pvdl et la Pch. Ces études ont été réalisées dans un milieu
carencé en fer ainsi que dans un milieu plus complexe impliquant un systéme d’infection par
des cellules épithéliales (ou la concentration en fer est élevée). L'affinité des sidérophores
pour le fer joue en réalité un réle important : plus le sidérophores sera compétitif pour le fer
(comme les sidérophores Tris-Catécholés), plus il aura de chance d’activer I'expression du
TBDT associé et des protéines d’import. Les voies d'imports du citrate-Fer et de 'héme ne
sont par contre pas impactées par la présence d’exosidérophores (Perraud et al., 2020). Ainsi,
en plus des régulations intrinséques décrites précédemment, P. aeruginosa est donc capable
d’ajuster I'expression de ses voies d'imports du fer en fonction des molécules présentes dans
le milieu extracellulaire. Elle profite donc au maximum de la diversité de son génome pour

récupérer le fer.

-74 -



La régulation de 'homéostasie du fer chez P. aeruginosa est, comme nous avons pu le voir,
complexe et fait intervenir de nombreux mécanismes de régulation. Cette complexité et cette
diversité permettent a la cellule d’avoir une concentration intracellulaire en fer qui lui est
optimale pour son métabolisme et sa croissance, tout en évitant une concentration trop forte
en fer libre qui pourrait étre toxique. En plus des différentes régulations qui ont été décrites
dans ce chapitre, P. aeruginosa posséde également un systéme de stockage du fer. Deux
types de molécules de stockage sont connus chez les bactéries : les ferritine (Ftn) et les
bacterioferritine contenant de ’héme (Bfr). Ces molécules oxydent le fer ferreux en utilisant
'O, et 'H.O, comme accepteur d’électrons et internalisent le fer ferrique résultant (Andrews
et al., 2003; Rui et al., 2012). P. aeruginosa posseéde deux protéines de stockage : la
bacterioferritine BfrB et la ferritine FtnA (Yao et al., 2011). Lorsque la cellule a besoin de fer,
ce dernier est libéré des ferritines afin d’étre utilisé par la cellule.

Le glutathion (GSH) a également été proposé comme molécule de stockage du fer. En effet,
le GSH est une molécule que I'on retrouve en abondance dans le cytoplasme et qui est
capable de fixer le Fe*" (Hider & Kong, 2011). Il a été montré que des mutants pour la
biosynthése de glutathion produisaient moins de Pvdl. Ainsi, il existe un lien entre cette
molécule et 'lhoméostasie du fer chez P. aeruginosa (Wongsaroj et al., 2018). Le glutathion
serait également un potentiel donneur d’électron dans la réaction de dissociation du complexe
Pcho-Fe (Cox, 1980; Wongsaroj et al., 2018).
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Cette these a pour objectif d’étudier des mécanismes moléculaires de I'acquisition du fer par

la voie Pvdl chez P. aeruginosa.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I'étape de dissociation du fer de la
Pvdl en abordant différents aspects. Nous avons tout d’abord étudié les interactions protéiques
entre les protéines codées par les genes fpvGHJKCDEF, toutes impliquées dans le
mécanisme d’import du complexe Pvdl-Fe et de dissociation du fer du sidérophore. Nous
avons opté pour une stratégie du double hybride bactérien. Comme toutes ces protéines sont
transcrites plus ou moins ensemble et jouent toutes un réle dans le mécanisme de dissociation
du fer de la Pvdl, nous avons supposé qu’elles pourraient toutes interagir et éventuellement
méme former un complexe multi-protéique. Cette démarche a permis d‘identifier des
interactions protéiques, qui ont ensuite été validés par une approche biochimique (

). Nous nous sommes ensuite intéressés plus spécifiquement au mécanisme impliqué dans

la dissociation du fer de la Pvdl et plus particulierement au réle de la réductase FpvG (

)-

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a la sécrétion de la Pvdl. Comme
nous I'avons décrit plus haut, la pompe a efflux PvdRTOpmQ est impliquée dans la sécrétion
de la Pvdl nouvellement synthétisée et dans le recyclage de la Pvdl ayant transporté du fer
dans la cellule bactérienne. La délétion de cette pompe n’abolit pas totalement la sécrétion de
la Pvdl, indiquant qu’au moins un autre systéme de sécrétion non identifié est impliqué. Nous
avons essayé d’identifier ce ou ces autres possibles systémes de sécrétion responsables de
'export la Pvdl ( )-
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Partie |l :
Résultats
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Chapitre VI :

Réseau d’interactions des protéines
impliquées dans la dissociation de
Pvdil-Fe
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Le premier objectif de cette thése a été de déterminer le réseau d’interaction des protéines
impliquées dans I'import du fer par la Pvdl chez P. aeruginosa et plus particulierement entre
les protéines codées par les génes fpvGHJKCDEF. Nous avons vu qu’aprés import de Pvdl-
Fe dans le périplasme par FvpA/FpvB, Pvdl-Fe se lie certainement au complexe FpvC-FpvF
puis est dissocié par réduction du fer. Cette réaction est médiée par FpvG, qui a besoin de
I'expression de FpvHJK pour une activité optimale (Brillet et al., 2012; Ganne et al., 2017).
FpvC aide a la dissociation en captant le fer ferreux formé et 'améne probablement au
transporteur FpvDE pour son passage dans le cytoplasme. FpvF lie 'apo-Pvdl, qui va étre
recyclée dans le milieu extracellulaire par la pompe d’efflux PvdRTOpmQ (F. Imperi et al.,
2009; Yeterian et al., 2009). Les genes codant pour ces différentes protéines sont organisés
sous la forme d’'un opéron (sauf pour fpvF) (Gao et al., 2018). Ainsi, 'organisation génomique
des génes et le role de ces protéines pour le méme mécanisme moléculaire suggérent
fortement des interactions entre toutes ces protéines et la formation d’'un complexe
intervenant dans le mécanisme de dissociation du fer de la Pvdl.

Pour étudier 'ensemble de ces interactions protéiques, nous avons dans un premier temps
utilisé la stratégie de double hybride bactérien. Cette technique permet de détecter in vivo
des interactions protéine-protéine sur la base de tests phénotypiques (Karimova et al., 1998).
Cette stratégie repose sur la fusion des protéines d’intéréts aux domaines T18 ou T25 de
'adénylate cyclase de Bordetella pertussis. Siles protéines interagissent, les deux domaines
se rapprochent et forment un enzyme actif. L’enzyme activé produit de ’'AMPc, en présence
d’ATP, qui va se fixer au régulateur catabolique CRP (cAMPR Receptor Protein). Le
complexe CRP-AMPc va alors induire I'expression du géne rapporteur lacZ et les interactions
pourront étre testées sur milieu indicateur, contenant le substrat de la 3-galactosidase ou bien
en mesurant directement l'activité de la R-galactosidase en milieu liquide. Ainsi, les
interactions entre les protéines membranaires de la voie Pvdl pourront étre détectées par
criblage blanc/bleu sur un milieu indicateur contenant le substrat de la B-galactosidase. La
méme approche de double hybride bactérien a également été utilisée pour étudier les
interactions avec les protéines périplasmiques. Dans ce cas, les vecteurs de double hybride
utilisés possédent un domaine transmembranaire entre les domaines T18/T25 et les
protéines périplasmiques. Les domaines T18 et T25 seront bien localisés dans le cytoplasme
bactérien ou se trouve I'ATP nécessaire a la production d’AMPc (Ouellette et al., 2014).
Dans un second temps, les interactions détectées en double hybride bactérien ont été
confirmées par une autre approche plus biochimique en purifiant les complexes ou en les
visualisant par des expériences de « pull-down ».

Les résultats sont présentés sous la forme d’un article publié :
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Iron acquisition in Pseudomonas
aeruginosa by the siderophore
pyoverdine: an intricate interacting
network including periplasmic and
membrane proteins

Anne Bonneau®?, Béatrice Roche'?* & Isabelle J. Schalk 12"

Pyoverdine (PVDI) has been reported to act both as a siderophore for scavenging iron (a key nutrient)
and a signaling molecule for the expression of virulence factors. This compound is itself part of a core
set of virulence factors produced by Pseudomonas aeruginosa during infections. Once secreted into the
bacterial environment and having scavenged ferric iron, PVDI-Fe3* is taken back into the P. aeruginosa
periplasm via the outer membrane transporters FpvAl and FpvB. Iron release from PVDI in the bacterial
periplasm involves numerous proteins encoded by the fpvGHJKCDEF genes and a mechanism of iron
reduction. Here, we investigated the global interacting network between these various proteins

using systematic bacterial two-hybrid screening. We deciphered a network of five interacting proteins
composed of two inner-membrane proteins, FpvG (iron reductase) and FpvH (unknown function), and
three periplasmic proteins, FpvJ (unknown function), FpvF (periplasmic PVDI-binding protein), and
FpvC (iron periplasmic-binding protein). This interacting network strongly suggests the existence of a
large protein machinery composed of these five proteins, all playing a role in iron acquisition by PVDI.
Furthermore, we discovered an interaction between the periplasmic siderophore binding protein FpvF
and the PvdRT-OpmQ efflux pump, also suggesting a role for FpvF in apo-PVDI recycling and secretion
afteriron delivery. These results highlight a multi-protein complex that drives iron release from PVDI in
the periplasm of P. aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human Gram-negative pathogen considered by the World Health
Organization to be an antibiotic-resistant priority pathogen'?. During infections, P. aeruginosa faces a stressful
environment and must overcome host-defense mechanisms. To survive within the host, P. aeruginosa secretes
a large number of virulence factors, including the siderophores pyoverdines®*. Siderophores are small organic
compounds produced and secreted by bacteria to access iron*, a key nutrient essential for bacterial growth and
virulence. Strains unable to produce pyoverdines have been reported to exhibit reduced virulence during infec-
tions in mice®. The role of pyoverdines in the virulence of P. aeruginosa has also been ascertained using rabbit and
mouse lung infection models®®. Pyoverdines are reported to have a dual role during infection. They are used as
a siderophore by P. aeruginosa to scavenge iron from the host proteins®® and also acts as a signaling molecule for
the production of two major virulence factors, exotoxin A and the endo-proteinase PrpL>°.

More generally, all fluorescent Pseudomonas species produce specific pyoverdines as major siderophores to
access iron. These pyoverdines are all composed of a peptide of 6 to 12 amino acids, with a specific sequence,
and linked to a chromophore derived from 2,3-diamino-6,7-dihydroxyquinoline'®. The sequence of the peptide
moiety of the different pyoverdines is very different in amino acid composition and in length among pyoverdines
and is a determinant specific of each pseudomonads species'’"'“. P aeruginosa strains produce three distinct
pyoverdine types (PVDI, PVDII and PVDIII) each characterized by a different peptide chain'® and PVDI is the
siderophore produced by P. aeruginosa PAO1. Molecular mechanisms involved in iron acquisition by pyoverdines
have mostly been investigated in P. aeruginosa PAO1.

ICNRS, UMR7242, ESBS, lllkirch, Strasbourg, France. 2Université de Strasbourg, UMR7242, ESBS, lllkirch,
Strasbourg, France. *email: beatrice.roche@unibas.ch; schalk@unistra.fr
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PVDI-Fe**

Figure 1. Model of Fe** uptake by the siderophore PVDI in P. aeruginosa. For details, see the Introduction
section. EM: extracellular medium; P: periplasm; C: cytoplasm.

PVDI is synthesized by non-ribosomal peptide synthetases in the bacterial cytoplasm'®!” and then matures

in the periplasm'® before secretion into the extracellular medium by the PvdRT-OpmQ ATP-dependent efflux
pump. In the bacterial environment, PVDI chelates ferric iron, yielding the PVDI-Fe** complex®. Ferric com-
plexes of this siderophore are then recognized at the bacterial surface and imported across the outer membrane by
two specific TonB-dependent transporters, FpvAI and FpvB (Fig. 1), with the TonB-ExbB-ExbD inner-membrane
protein complex providing the necessary energy?'~?*. Once in the periplasm, PVD-Fe*" is bound by the two
periplasmic proteins, FpvC and FpvF?. Iron release from PVDI occurs in the bacterial periplasm and involves no
chemical modification of the siderophore but rather iron reduction by the FpvG inner-membrane reductase?®2%.
fpvG is localized next to fpvH, fpv], and fpvK genes encoding three proteins of unknown function, but of which
expression is required for optimal activity of FpvG?®. Sequence alignment of FpvC revealed that this protein
belongs to a group of metal-binding periplasmic proteins®, and previous in vitro studies of PVDI-Fe dissocia-
tion in the presence of DTT showed that FpvC can apparently bind ferrous iron after the reduction step and its
dissociation from PVDI*, Iron is translocated further across the inner membrane into the cytoplasm by the pre-
dicted ABC transporter FpvDE®. All four proteins FpvC, FpvD, FpvE and FpvE which genes are localized next to
fpvGHJK genes, are also necessary for efficient dissociation of iron from PVDI?. After iron release, the apo form
of PVDI is recycled into the extracellular medium by the PvdRT-OpmQ efflux pump, with the ability to again
chelate Fe*" in the bacterial environment?*°. Dimers of the periplasmic protein FpvF are able to bind apo-PVDI*®
and the recycling of apo-PVDI has been shown to be partially abolished in an AfpvF mutant®, suggesting a role
of FpvF in apo-PVDI recycling. Although it has been shown that FpvC and FpvF are able to form a complex that
binds PVD-Fe’™,%, the overall interaction network between all the proteins encoded by the fpyGHJKCDEF genes
has not been yet investigated.

Here, we characterized the interacting network between P. aeruginosa proteins of the PVDI-Fe** uptake path-
way using the bacterial E. coli adenylate cyclase two-hybrid system (BACTH) for high throughput interaction
screening. The results of BACTH screening revealed (i) an interaction between the two inner-membrane proteins
FpvG and FpvH, (ii) an Fpv]-FpvC-FpvF periplasmic complex, and (iii) the ability of the two inner-membrane
proteins (FpvG and FpvH) and the three periplasmic proteins (FpvC, FpvF, and Fpv]) to interact in a mem-
brane machinery complex. These complexes were further confirmed by purification and pulldown experi-
ments. We also found that the periplasmic apo-PVDI binding protein FpvF* is able to interact with PvdT,
the inner-membrane protein of the PvdRT-OpmQ efflux pump, suggesting a role for FpvF in the transport of
apo-PVDI to PvdRT-OpmQ through the bacterial periplasm. Our study has allowed unprecedented deciphering
of the interacting network of the various proteins involved in Fe*" release from PVDI in the periplasm of P. aerug-
inosa, linking both membrane and periplasmic proteins.

Results

Interaction between FpvG and FpvH and formation of an inner-membrane complex. Previous
studies have demonstrated that expression of the FpvH, FpvK, and Fpv] proteins is required for optimal reduc-
tase activity of FpvG?®. Moreover, genes encoding the FpvG, FpvH, Fpv], and FpvK proteins are organized in an
operon®! and it is well recognized that adjacent genes tend to encode interacting proteins*’. FpvG, FpvH, and
FpvK have been predicted to be inner-membrane proteins and Fpv] periplasmic, because of a signal peptide®.
We deciphered the interacting network between the membrane proteins FpvG, FpvH, and FpvK by performing
systematic BACTH screening in E. coli, which is based on the reconstitution of adenylate-cyclase activity. The
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Figure 2. Interacting network with the membrane proteins FpvG, FpvH and FpvK. DHM1 cells producing

the protein of interest fused to the T18 or T25 domain of adenylate cyclase were spotted on indicator plates
containing X-gal for BATCH screening. Each protein was tested with an empty vector and the RetS protein,
which is not related to the PVDI pathway. RetS is able to form dimers and serves as a positive control”’. The blue
color indicates an interaction between the two proteins of interest. The experiment was repeated three times
with each time 10 colonies as described in Materials and Methods. A representative image is shown.
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Figure 3. Purification of the inner-membrane FpvG-FpvH complex. (A) Size exclusion chromatography
analysis of the solubilized and purified FpvGyy;-FpvHgy,., complex on a Superdex 200 10/300 GL column.

The dead volume is indicated as V. The arrow shows the fraction containing the FpvGyy;ss-FpvHg,e, complex.
(B) SDS-PAGE of the purified complex analyzed by Coomassie blue staining. (C) Immunoblot analysis of the
purified complex using specific anti-His and anti-Strep antibodies. The molecular mass markers (kDa) are
indicated on the left. The predicted size of FpvG y; and FpvHg,, are 46 kDa and 21 kDa respectively (Table S3
in Supplemental Material). Entire SDS-PAGE and blots are shown in Fig. S2 in Supplementary Information.

full-length fpvG, fpvH, and fpvK genes were fused to the T25/T18 domains of adenylate cyclase in the two-hybrid
vectors. Screening of the possible protein-protein interactions between FpvG, FpvH and FpvK on indicator plates
containing X-gal highlighted an interaction between FpvG and FpvH (Fig. 2), whereas no interaction could be
observed for FpvK. FpvG interacted with itself, suggesting at least dimerization of this protein (Fig. 2). As FpvG
was already been demonstrated to be an inner-membrane protein®, we investigated the subcellular localiza-
tion of FpvH. Cell fractionation experiments showed that FpvH is also an inner-membrane protein (Fig. S1A in
Supplemental Material).

We expressed FpvG and FpvH proteins with C-terminal His, and Strep-tag sequences, respectively, in E. coli
to validate their interaction. Bacterial membranes were solubilized in detergent and the complex purified by
Strep-trap affinity followed by size-exclusion chromatography (Fig. 3A). The presence of both FpvG and FpvH
proteins in the elution peak was confirmed by Coomassie-blue staining and immunoblot analysis using specific
anti-His, and anti-Strep antibodies (Fig. 3B,C). Isolation of the FpvG-FpvH complex confirmed the BACTH
results and revealed the ability of FpvG reductase and FpvH to interact and form an inner-membrane complex.
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Interaction between FpvJ, FpvC, and FpvF and formation of a periplasmic protein com-
plex. FpvC and FpvF are the two periplasmic-binding proteins associated with the ABC transporter FpvDE?.
Cell fractionation also demonstrated periplasmic localization of FpvJ (Fig. S1B in Supplemental Material). The
presence of some Fpv] protein also in the cytoplasmic fraction was probably due to newly synthesized Fpv], as
previously described for periplasmic proteins®. Since the indicator plates assay cannot be used to detect interac-
tions between periplasmic proteins, we screened the interactions between Fpv], FpvC, and FpvF by quantifying
B-galactosidase in liquid cultures (Fig. 4). Concerning the interaction between the three periplasmic proteins, we
detected interactions between Fpv] and FpvC (Fig. 4A), FpvF with Fpv] and FpvC (Fig. 4B) as previously shown
by Brillet et al.”®, as well as an interaction of FpvC with itself (Fig. 4C). Altogether, our BACTH results show that
the three proteins FpvC, FpvE, and Fpv] are able to all interact with each other, suggesting the existence of a peri-
plasmic complex composed of the three proteins.

We overproduced Fpv], FpvE, and FpvC in E. coli, adding a His,, Flag tag, and HA at the C-terminus of each
protein, respectively, to confirm the existence of this periplasmic complex. The periplasmic fraction was incu-
bated with anti-His beads. FpvFy,, and FpvCyy, co-precipitated with Fpv]y; (Fig. 5). Negative controls showed
that neither FpvFy,, nor FpvCy, alone were retained on the anti-His beads. Overall, these results show that Fpv],
FpvC and FpvF can form a periplasmic complex.

Interaction between the inner-membrane proteins FpvG and FpvH with the periplasmic pro-
teins FpvJ, FpvC, and FpvF. Finally, we also tested the interactions between the inner-membrane and
periplasmic proteins. BACTH analysis showed that both FpvG and FpvH membrane proteins interact with the
three periplasmic proteins Fpv], FpvE, and FpvC (Fig. 4). As with the membrane proteins, none of the periplasmic
proteins interacted with FpvK in this two-hybrid approach (Fig. 4). Overall, BACTH screening revealed the exist-
ence of an interaction network between FpvG, FpvH, Fpv], FpvE and FpvC.

We next attempted to isolate all five proteins by pulldown experiments using an anti-Flag resin. The periplas-
mic fraction of E. coli overproducing Fpv]ys FpvCyis, and FpvFy,, was incubated with solubilized membranes
containing FpvGyy;s and FpvHgy,.,, and the mixture incubated with an anti-Flag resin. FpvGyyss, Fpv]piee and
FpvCy, co-precipitated with FpvFy,, (Fig. 6). Equivalent results were obtained when fractions were incubated
with PVDI-Fe (Fig. S5 in Supplemental Material). None of the non-Flag-tagged proteins were retained on the
anti-Flag resin when incubated alone (Fig. S6 in Supplemental Material). We were unable to detect FpvHg.,
either due to immunodetection problems or because this protein is not present in the complex. Overall, these
results confirm the existence of at least a four-protein complex, linking the inner-membrane FpvG protein and
three periplasmic components of the PVDI pathway. In addition, this complex could be isolated in the presence
or absence of PVDI-Fe.

FpvF interacts with the membrane protein PvdT of the PvdRTOpmQ efflux pump. Previous
studies have shown that FpvF can form dimers that bind apo-PVDI* and that PVDI recycling is altered in a
AfpvF mutant®®. Based on these observations, it seemed possible that FpvF is involved in PVDI recycling by
interacting with proteins of the efflux pump PvdRT-OpmQ. Indeed, our BACTH analysis revealed an interaction
between FpvF and the membrane protein PvdT (Fig. 7).

Discussion

One of the major particularities of the PVDI-dependent iron acquisition pathway in P. aeruginosa, and proba-
bly conserved among fluorescent Pseudomonads, is that this siderophore delivers iron into the bacterial peri-
plasm, with siderophore-free iron then being transported further by an ABC transporter into the cytoplasm. This
mechanism is completely different from that described previously for other siderophore-dependent iron-uptake
pathways, such as the enterobactin and ferrichrome pathways in E. coli, two archetypes in the field of bacte-
rial iron homeostasis, which deliver iron directly into the bacterial cytoplasm®*. After the uptake of PVDI-Fe**
across the outer membrane by FpvAl or FpvB?!-%, iron release from PVDI in the bacterial periplasm requires the
FpvGHJKCDEF proteins®. Moreover, the molecular mechanism involved implies both iron reduction by FpvG
reductase to decrease the affinity of PVDI for the metal and an iron chelator, FpvC?¢-%,

We used a systematic BACTH assay to unravel the interactions between these proteins and highlight specific
interactions between FpvG reductase, the inner-membrane protein FpvH, and the three periplasmic proteins
Fpv], FpvC, and FpvF (Fig. 8). Although our BACTH screening was carried out using both N- and C-terminal
T18/T25 tags, we observed no interactions with FpvK, suggesting that either (i) FpvK does not interact with the
three other proteins, (ii) the interactions are transient or of weak affinity, (iii) the interaction requires a third
protein partner, or (iv) the interaction is just not detectable by BACTH. Indeed, fusion to the T18 or T25 domains
may affect the folding of the protein or prevent interactions®.

We biochemically confirmed the interaction between the two inner-membrane proteins FpvG-FpvH by affin-
ity and size-exclusion chromatography, but we still know nothing about the stoichiometry of the FpvG-FpvH
complex, except that FpvG is able to form dimers based on the BACTH data. Previously, the in vivo kinetics
of iron dissociation from PVDI showed that FpvG activity is dependent on FpvH expression®®. Fpv] and FpvK
expression also affect FpvG activity, but clearly to a lower extent?®. The ability of FpvK to affect FpvG reductase
activity, like FpvH and FpvJ, highly suggests that it also interacts with the other inner-membrane proteins.

BACTH screening also showed an interacting network between the three periplasmic proteins FpvC, FpvF,
and Fpv]. This complex was validated by pulldown experiments. FpvC and FpvF are two periplasmic-binding
proteins associated with the ABC transporter FpvDE. Purified FpvC was shown to chelate ferrous iron in an in
vitro PVDI-Fe dissociation assay using DTT as the iron reducer®. Mass spectrometry approaches under native
conditions have shown that FpvF can bind PVDI, and that FpvC and FpvF are both able to form the tetrameric
FpvC,-FpvF,-PVDI-Fe complex in the presence of PVDI-Fe®. The existence of FpvC-FpvF-PVD-Fe complexes
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Figure 4. Interacting network with periplasmic (FpvC, FpvF and Fpv]) and membrane proteins (FpvG,

FpvH and FpvK). Bacterial two-hybrid assays for proteins were quantified by measuring the 3-galactosidase
activity, as described in Materials and Methods. Zip, which is not related to the PVDI pathway, served as a
positive control*®. ND: not determined because for FpvF we were unable to obtain the pKT25-FpvF vector. The
experiment was repeated three times independently. Error bars represent the standard errors of the means.

in P. aeruginosa periplasm was confirmed by cross-linking experiments®, and we proposed that, after its uptake
across the outer membrane, PVDI-Fe forms a FpvC-FpvE-PVDI-Fe complex. Isolation by pulldown experiments
of the FpvC-FpvF-Fpv] complex strongly suggests that such a complex may exist in the bacterial periplasm of P
aeruginosa and is probably necessary in the mechanisms involved in iron release from PVDL
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Figure 5. Pulldown assay of the periplasmic Fpv]-FpvE-FpvC complex. Periplasmic fractions of BL21(DE3)
cells co-expressing the indicated proteins Fpv]yy, FpvCpy, or FpvEFy,, were incubated with anti-His beads. The
loading (L), unbound (U), and immunoprecipitated (IP) fractions were separated by SDS-PAGE and analyzed
by immunodetection using anti-His, anti-FpvC and anti-Flag antibodies. The molecular mass markers (kDa)
are indicated on the left. The predicted size of Fpv] 15, FpvFpy,, and FpvCy, are 15kDa, 33kDa and 36kDa
respectively. Entire blots are shown in Fig. S3 in Supplementary Information.
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Figure 6. Pulldown assay of the FpvG-Fpv]-FpvC-FpvF complex. Periplasmic fractions of BL21(DE3) cells
producing Fpv]yy;, FpvCys, FpvFp,, and membrane fraction of TOP10 cells producing FpvGyy;e, and FpvHg,
were incubated with anti-Flag beads. The loading (L), unbound (U), and immunoprecipitated (IP) fractions
were separated by SDS-PAGE and analyzed by immunodetection using anti-His, anti-FpvC, and anti-Flag
antibodies. The molecular mass markers (kDa) are indicated on the left. The predicted size are for FpvG y;6
46kDa, FpvHg,, 21 kDa, Fpv] 1y 15kDa, FpvFy,, 33kDa and FpvCy, 36 kDa. Entire blots are shown in Fig. S4
Supplementary Information.

The function of Fpv] is currently unknown, but this protein may allow interaction of the FpvC-FpvF-PVDI-Fe
complex with the FpvG-FpvH inner-membrane complex to achieve iron reduction and the transfer of ferrous
iron from PVDI to FpvC. BACTH screening showed that all three periplasmic proteins Fpv], FpvC, and FpvF
can interact with the two-protein FpvG-FpvH complex in the absence or presence of PVD-Fe, forming an
inner-membrane machinery. We were able to isolate four of the five proteins by pulldown assay, confirming the
existence of a complex between the inner-membrane reductase, FpvG, and the three periplasmic proteins, FpvE,
FpvC, and Fpv]. Immunodetection of FpvHg., with anti-Strep antibodies revealed non-specific bands of various
molecular weights, preventing us from assessing the presence of FpvH in the pulldown assay (data not shown).
The exact stoichiometry of this complex is still unknown.

Moreover, FpvDE is the putative ABC transporter that allows the translocation of ferrous iron across the inner
membrane into the cytoplasm, and its deletion affects iron acquisition by PVDI*>?%. We also evaluated the pos-
sible interactions of FpvDE with the periplasmic FpvC and FpvF and the membrane proteins FpvG, FpvH, and
FpvK, but were unable to detect any interaction (data not shown). However, FpvC probably plays a role in bring-
ing ferrous iron to the permease, FpvE, but further biochemical studies will be necessary to demonstrate this.

Finally, previous studies have demonstrated that FpvF dimers can bind apo-PVDI and apo-PVDI recycling is
partially abolished in a AfpvF mutant®>*®. We thus investigated whether FpvF can interact with the PvdRT-OpmQ
efflux pump involved in PVDI recycling. We found that FpvF interacts with PvdT, the inner-membrane protein of
the efflux pump. This result strongly supports the hypothesis that FpvF or FpvF, binds apo-PVDI in a FpvF-PVDI
or FpvF,-PVDI, complex and brings the apo-siderophore to PvdT for its recycling into the extracellular medium.
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Figure 7. Interaction between the periplasmic FpvF protein and the inner-membrane PvdT protein of the
efflux pump PvdRT-OpmQ. Bacterial-two hybrid assays were quantified by measuring the 3-galactosidase
activity, as described in Materials and Methods. The experiment was repeated three times independently. Error
bars represent the standard errors of the means.
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Figure 8. Model of the multi-protein machinery involved in iron acquisition via PVDI in P. aeruginosa. (A)
Interacting network observed between inner membrane FpvG and FpvH proteins. (B) Interacting network
between periplasmic proteins FpvE, FpvC and Fpv]. (C) Interacting network between inner membrane and
periplasmic proteins. D. Model of PVDI-Fe** uptake by P. aeruginosa with the protein complexes highlighted.
For details, see the Discussion section. EM: extracellular medium; P: periplasm; C: cytoplasm.

In conclusion, this study provides new insights about the possible interacting network of the various pro-
teins involved in iron release from PVDI in the periplasm of P. aeruginosa (Fig. 8). These interactions have been
highlighted using a two-hybrid approach and confirmed in vitro using purified or pulldown experiments; but
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they existence still need to be confirmed in P. aeruginosa cells. This complex interacting network strongly sug-
gests a multi-protein complex at the inner membrane, allowing iron to be removed from PVDI. Consequently,
the molecular mechanisms for iron acquisition via PVDI involves the following steps (Fig. 8D). As detailed in
the introduction, PVDI-Fe®* is imported across the outer membrane into the bacterial periplasm by FpvAI and
FpvB. In the periplasm, PVDI forms a FpvC-FpvF-PVDI-Fe complex with the two periplasmic-binding proteins.
As Fpv] was found to interact with both periplasmic and membrane proteins, it may help in the interaction of
this periplasmic complex with the inner-membrane FpvG-FpvH complex. Iron reduction by FpvG decreases the
affinity of PVDI for the metal and a transfer of iron to the periplasmic-binding protein FpvC, which likely brings
iron to the FpvDE ABC transporter. Apo-PVDI is most likely bound to FpvE which is able to interact with PvdT,
allowing the recycling of apo-PVDI to the extracellular medium by the efflux pump PvdRTOpmQ. Moreover, this
FpvGHJCF complex is the first example to be described of a complex between an inner-membrane reductase and
two periplasmic-binding proteins associated with an ABC transporter.

Deciphering and understanding the protein-protein interacting network is an important piece in the under-
standing of the PVDI-Fe*" uptake pathway puzzle. Our work will undoubtedly initiate a number of future direc-
tions like chemical crosslinking experiments in P. aeruginosa cells with tagged proteins to assess the existence
of this interacting network in the pathogen. Electron microscopy approaches are planned to obtain structural
information on these different protein complexes. At last, further studies are also needed to understand the exact
role of FpvH, Fpv], and FpvK within the complexes and PVDI-Fe dissociation.

Materials and Methods

Chemicals, bacterial strains and growth medium. Medium culture Lysogeny Broth (LB) and LB-agar
were purchased from Difco. Detergent n-dodecyl-8-D-maltoside (DDM) was purchased from Anatrace,
N-Lauroylsarcosine sodium (SLS) and Tween 20 from Sigma. The strains used in this study are listed in the
Supplementary Table S1. Briefly, TOP10 and DH5a strains were used for cloning procedures, TOP10 and BL21
strains for protein production and DHMLI strains for bacterial two-hybrid assays. E. coli strains were routinely
grown in LB medium at 37°C and on LB-agar for solid culture. Plasmids were maintained by the addition of
antibiotics such as ampicillin (100 ug/ml), kanamycin (50 pug/ml), chloramphenicol (50 ug/ml) and streptomycin
(100 ug/ml).

Plasmid construction. Plasmids used in this study are listed in Supplementary Table S1. All the PCRs
were performed with DNA Phusion high-fidelity polymerase (Thermofischer Scientific). DNA sequences from
Pseudomonas aeruginosa PAO1 were taken from Pseudomonas Genome DataBank (www.pseudomonas.com).
Oligonucleotides were purchased from Sigma and are listed in Supplementary Table S2. All primers used intro-
duced restriction sites.

Bacterial two-hybrid vectors. pKT25 and pUT18C vectors were used for the expression of membrane proteins,
whereas pKTM25-zip and pUTM18C vectors were used for the periplasmic proteins. Coding regions of fpvG,
fpvH, fpvK, fpvE, fpvD and pvdT were amplified by PCR with primer pairs 1159/1160, 1161/1162, 1177/1178,
1199/1200, 1197/1198 and 1420/1411 respectively. The PCR products were digested with KpnlI/Xbal and
inserted into the same sites of pKT25 or pUT18C vectors to create pKT25-FpvG, pKT25-FpvH, pKT25-FpvK,
pKT25-FpvD, pKT25-FpvE, pUT18C-FpvG, pUT18C-FpvH, pUT18C-FpvK, pUT18C-FpvD, pUT18C-FpvE and
pKT25-PvdT. Coding regions of fpv] and fpvC were amplified with primer pairs 1397/1201 and 1408/1202 respec-
tively, and the relevant PCR products were digested with Xbal/KpnI or Xbal/SacI and cloned into the same sites of
pKTM25-zip to create pKTM25-Fpv] and pKTM25-FpvC. To clone into the pUTM18C vector, fpv], fpvC and fpvF
genes were amplified with primer pairs 1397/1212, 1408/1400 and 1399/1203 respectively, and then digested with
Xbal/Kpnl to be inserted into the same restriction sites of pUTM18C to create pUTM18C-Fpv], pUTM18C-FpvC
and pUTM18C-FpvE

Protein production vectors. To construct pPBAD24-FpvGyy;s and pBAD33-FpvHy,., vectors, coding regions of
fpvG and fpvH were amplified with primer pairs 1185/1186 and 1189/1190, respectively. PCR products of fpvG
and fpvH were digested with Ncol/HindIII and EcoRI/HindIII and inserted into the same sites of pPBAD24 or
pBAD33. To clone into the pRSF and pCDF vectors, primer pairs 1404/1405, 1408/1409 and 1406/1407 were
used to amplify fpv], fpvC and fpvF, respectively. PCR products were digested by EcoRI/HindIII for fpv] and
fpvC, and Bglll/KpnlI for fpvF and were cloned into the same restriction sites of pRSF or pCDF vectors to create
PCDFE-Fpv]yyiss, PCDF-FpV]yyiFpVFpyag, pPRSF-FpvCyy, and pCDF-FpvFy,,.

All constructs were screened with colony PCR and plasmids were purified with the Macherey Nagel
Nucleospin Plasmid kit in accordance with the manufacturer’s instructions. All constructions were verified by
DNA sequencing (Eurofins).

Bacterial two-hybrid assay. For plate-BACTH assay, two compatible vectors producing proteins fused to
T18 or T25 domain were co-transformed into DHM1 cells that were incubated at 30°C for 16 h. Ten independent
colonies of each transformation were inoculated together into 2 ml of LB medium supplemented with ampicillin,
kanamycin and 0.5 mM isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, Sigma) and incubated at 30 °C for 16 h.
5 ul of each culture was spotted onto LB-agar plate supplemented with appropriate antibiotics, 0.5 mM IPTG and
40 pug/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactopyranoside (X-gal, Sigma). The plate was incubated for 16h at
30°C.

For liquid medium assay, two compatible vectors producing proteins fused to T18 or T25 domain were
co-transformed into DHM1 cells that were incubated at 37 °C for 16 h. Ten independent colonies of each
transformation were inoculated into 2 ml of LB-medium supplemented with appropriate antibiotics and were

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:120 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-56913-x



www.nature.com/scientificreports/

incubated at 37 °C during 24 h. The next day, 20 ul of each culture were inoculated in 2 ml of LB supplemented
with appropriate antibiotics and 0.5 mM IPTG and incubated at 37 °C for 16 h. 100 ul of each culture was used for
the -galactosidase assay using Miller Protocol*.

3-galactosidase dosage. 100 pl of bacterial culture were added to 900 pl of Z Buffer (60 mM Na,HPO,,
40 mM NaH,PO,,10 mM KCl, 1 mM MgSO,, pH 7.0, 0.2% (3-mercaptoethanol). 1 ul of 0.1% sodium dodecylsul-
fate and 50 ul of chloroform were added to the suspension that was mixed vigorously for 10seconds. The sus-
pension was then incubated for 5min at 28 °C. 200 ul of 4 mg/ml 2-nitrophenyl 8-D-galactopyranoside (ONPG,
Sigma) were added to the cells. Reaction was stopped by adding 500 ul of 1 M Na,CO;. The suspension was
centrifuged at 14,000 g for 3 min and the optical density of the supernatant was read at 420 and 550 nm. The
B-galactosidase activity was then calculated in Miller Unit (MU) according to the following equation:

MU — 1000 X (ODjpgp — 1.75 % ODsspop)

~ Time (min) X Volume(mL) x ODsp0nm

Expression and purification of the FpvG-FpvH inner membrane complex. E. coli TOP10 strain
was co-transformed with pBAD24-FpvGyy;s and pBAD33-FpvHy,,. Overnight culture was inoculated into LB
medium supplemented with ampicillin and chloramphenicol and grown at 37 °C until ODygq,,,, reached 0.6. Then,
protein production was induced by addition of 0.01% L-arabinose for 4h at 30 °C. Cell pellet was re-suspended in
50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl and one protease inhibitor tablet (complete EDTA-Free protease inhibitor,
Roche). After sonication, unbroken cells were removed by centrifugation at 12,000 g for 15min at 4 °C. The super-
natant was ultracentrifuged during 40 min at 100,000 g at 4 °C. The pellet was re-suspended into 50 mM Tris-HCI
pH 8.0, 50mM NaCl, 1% DDM and solubilized overnight at 4 °C. Membranes were collected by ultracentrifuga-
tion at 100,000 g for 40 min at 4°C and loaded onto a StrepTrap Column (GE Healthcare) equilibrated with Buffer
A (50mM Tris-HCI pH 8.0, 50mM NaCl, 0.1% DDM). The FpvG-FpvH complex was eluted with Buffer A supple-
mented with 2.5mM D-Desthiobiotin (Sigma). Fractions of interest were then concentrated using a 10,000 kDa
molecular weight cut off (Amicon, Millipore) and loaded onto a Superdex 200 10/300 GL column equilibrated
with 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM NaCl, 0.025% DDM. Fractions containing FpvHg,., and FpvGy;;s were
collected for further analysis.

Expression of the FpvlJ-FpvF-FpvC periplasmic complex. BL21(DE3) cells were transformed with
PCDF-Fpv]y;6-FpvFpy,, and pRSF-FpvCy,. Overnight culture was inoculated into LB medium with streptomy-
cin and kanamycin and grown at 37 °C until ODg, reached 0.6. Then, protein production was induced by add-
ing 0.4mM IPTG at 22°C for 16 h. Cells were subjected to cellular fractionation as described below for further
analysis.

Immunoblot analysis. Nitrocellulose membranes were used for protein transfer by electroblotting. After
saturation with blocking buffer (5% dried-milk powder, PBS 1X, 0.1% Tween 20), the membranes were incubated
overnight at 4°C with primary antibody: anti-Strep (1/2000, IBA), anti-HA (1/2000, Sigma), anti-FpvC (labo-
ratory collection), anti-His, (1/3000, GeneTex), anti-OmpC (Biorbyt), anti-LepB (Biorbyt), anti-Ef-Tu (LSBio)
or anti-MBP (Bioss antibodies). Immunoblots were developed by using horseradish peroxidase-conjugated
goat anti-rabbit or anti-mouse antibodies (1/10000, GE Healthcare) followed by chemiluminescence detection.
Molecular mass marker was purchased from Thermofischer Scientific.

Cellular fractionation.  Periplasm and cytoplasm isolation. E. coli strains overproducing proteins of inter-
est were pelleted, washed with 50 mM Tris-HCI pH 8.0 and re-suspended into Tris-Sucrose EDTA Buffer (0.2 M
Tris-HCl pH 8.0, 20% sucrose and 1 mM EDTA). 200 pg/ml of lysozyme were added to the suspension, incubated
for 1h at 4°C and the cells were centrifuged at 6,700 g for 10 min at 4 °C to remove unbroken cells and insolu-
ble fraction (like insoluble proteins). The supernatant corresponding to the periplasm was ultracentrifuged at
100,000 g for 40 min at 4 °C. Spheroplasts were washed three times with Tris-Sucrose buffer and re-suspended
into chill water and treated with benzonase (Sigma, 250U/ul). After incubation for 1 h at 37 °C, suspension was
centrifuged for 40 min at 100,000 g at 4 °C to collect the cytoplasm (supernatant). The pellet, corresponding to the
total membranes, was re-suspended in 50 mM Tris-HCI pH 8.0.

Membrane isolation.  E. coli strains overproducing proteins of interest were pelleted, re-suspended in 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 and lysed by sonication. Unbroken cells were removed by centrifugation at 12,000 g for 15 min.
Supernatant was centrifuged at 100,000 g for 40 min. The membranes (pellet) were solubilized in 50 mM Tris pH
8.0, 100mM NaCl, 0.1% SLS for 16 h at 4 °C and ultracentrifuged at 100,000 g for 40 min at 4 °C. The pellet corre-
sponds to the outer membranes and the supernatant to the inner membranes.

Pulldown experiments. Periplasmic proteins. BL21 (DE3) cells were transformed with
PCDE-Fpv]y;6-FpvFyy,, and pRSE-FpvCy, or with pCDE-FpvFy,, or pRSF-FpvCy, only. Overnight culture was
inoculated into LB medium with appropriate antibiotics and grown at 37 °C until ODg, reached 0.6. Then protein
production was induced by adding 0.4 mM IPTG at 22°C for 16h. Cells were re-suspended in buffer A (50 mM
Tris pH 8.0, 250 uM EDTA, 20% sucrose), subjected to cellular fractionation and the periplasmic fraction was
recovered. 100 pl of the periplasmic fraction were mixed with 50 ul agarose beads charged with nickel (Sigma) and
incubated on a rotating wheel for 1h at room temperature. The mixture was then centrifuged 2 min at 2,000 rpm
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to remove the unbound proteins. Beads were washed twice with 50 mM Hepes pH 7.5, 50 mM NaCl before being
recovered by centrifugation for further analysis.

Periplasmic and membrane proteins. ~ Periplasmic fractions containing Fpv]yye FpvFp,g FpvCps were incubated
with solubilized membranes isolated from TOP10 cells producing FpvGyy;s and FpvHg,,, proteins and submitted
to anti-Flag resin (Sigma). The next steps were performed as described above. When the experiment has been
carried out in the presence of PVDI-Fe, 10 uM of the ferri-siderophore complex have been added during incuba-
tion with the anti-Flag resin.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Iron acquisition in Pseudomonas aeruginosa by the siderophore pyoverdine: an intricate

interacting network including periplasmic and membrane proteins

Anne Bonneau®?, Béatrice Roche*®”, and Isabelle Schalk®?*

T7p07, indl, sam?7, nin51), [malB Jk-12(A5)

Strains Caracteristics Reference

E. coli TOP10 F-, mcrdA A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZ, AM15, AlacX74, recAl, Invitrogen
araD139, A(ara-leu)1697, galU, galK, rpsL, endAl, mup

E. coli BL21 (DE3) -, ompT, gal, dcm, lon, hsdSs(rs ms"), MDE3 [lacl, lacUV5- Novagen

E. coli DH5a F- A(lacZYA-argF)U169, recAl, endAl, hsdR17, thi-1, gyr496, relAl Laboratory collection
E. coli DHM1 F-, cya-, recAl, endA, gyrA96, thi-1, hsdR17, spoTl, rfbD1, cya-854 !
Plasmids 1D . Caracteristics Reference
collection
pPKT25 283 P15 origin, Plac, N-terminal T25 cyclase fragment, Kan® !
pUT18C 282 ColE1 origin, Plac, N-terminal T18 cyclase fragment, Ap® !
pUTM18C 304 Modified pUT18C with the first TM domain of OppB (E. coli) inserted 2
downstream T18
pUTM 18C-zip 305 Modified pUT18C with the first TM domain of OppB (E. coli) inserted 2
downstream T18, encoding a fragment of leucine zipper protein
pPKTM25-zip 306 Modified pKT25 with the first TM domain OppB (E. coli) inserted 2
downstream T25, encoding a fragment of leucine zipper protein
pKT25-FpvG pAB9 FpvG cloned into pKT25, downstream T25 sequence This study
pKT25-FpvH pAB10  |FpvH cloned into pKT25, downstream T25 sequence This study
pKT25-FpvK pAB11  [FpvK cloned into pKT25, downstream T25 sequence This study
pKT25-pvdT pAB24  |pvdT cloned into pKT25, downstream T25 sequence This study
pKT25-FpvD pAB25  |FpvD cloned into pKT25, downstream T25 sequence This study
pKT25-FpvE pAB26  [FpvE cloned into pKT25, downstream T25 sequence This study
pKT25-RetS 285 RetS cloned into pKT25, downstream T25 sequence 3
pUT18C-FpvG pAB12  |FpvG cloned into pUT18C, downstream T18 sequence This study
pUT18C-FpvH pAB13  |FpvH cloned into pUT18C, downstream T18 sequence This study
pUT18C-FpvK pAB14  |FpvK cloned into pUT18C, downstream T18 sequence This study
pUT18C-FpvD pAB27  |FpvD cloned into pUT18C, downstream T18 sequence This study
pUT18C-FpvE pAB28 |FpvE cloned into pUT18C, downstream T18 sequence This study
pUT18C-RetS 284 RetS cloned into pUT18C, downstream T18 sequence 3
[pKTM25-Fpv] pAB19  |FpvlJ cloned into pK TM25-zip vector This study
[pKTM25-FpvC pAB20  [FpvC cloned into pKTM25-zip vector This study
pUTM18C-FpvC pAB22  [FpvC cloned into pUTM18C This study
pUTM18C-FpvF pAB23  [FpvF cloned into pUTM18C This study
pUTM18C-Fpv] pAB21  [FpvlJ cloned into pUTM18C This study
pBAD24 348 [pPBR322 origin, Para, araC, Ap® 4
[pBAD33 349 [pPACYC184 origin, Para, araC, Cm® 4
[pRSFDuet-1 253 RSF origin, pT7, Kan® Novagen
[pCDFDuet-1 357 CDF origin, pITG, lacl, Strep® Novagen




pPBAD24-FpvGiss pAB2 FpvG cloned into pPBAD24 with C-terminal Hiss sequence This study

PBAD33-FpvHsue pAB3 FpvH cloned into pBAD33 with C-terminal Strep sequence This study

[pCDF-FpvJuissFpvFriag pAB6 FpvJ and FpvF cloned into MCS1 of pCDFDuet-1with C-terminal Hiss and This study
Flag sequence, respectively.

[pCDF-FpvJuise pABS FpvJ cloned into MCS1 of pCDFDuet-1 with C-terminal Hiss sequence This study

pPRSF-FpvCna pAB7 FpvC cloned into MCS2 of pRSFDuet-1 with C-terminal HA sequence This study

[pCDF-FpvFriag pAB8 FpvF cloned into MCS1 of pCDFDuet-1 with C-terminal Flag sequence This study

Table S1 Strains and plasmids used in this study

Two-hybrid plasmids collilc)tion Sequence (5’ 2 3°)
pKT25-FpvGUP 1159 |CCGGTCTAGAGATGTCGAAAAAGTCCCGCTCCAGA
pKT25-FpvGDO 1160 |CCGGGGTACCCGTGGCTGTCCCTCCGCGGTCTGGTT
pKT25-FpvHUP 1161 |CCGGTCTAGAGATGAGCAAGGCCGCCGTTGCCCAG
pKT25-FpvHDO 1162 |CCGGGGTACCCGTTGCTTACCTCGTTTGTTCAGCCA
pKT25-FpvKUP 1177 |CCGGTCTAGAGATGAGCGTCGAAACCGTCCGCCCG
pKT25-FpvKDO 1178 |CCGGGTACCCGATGGCGGTGCTGACGGGTCACGCC
pKT25-FpvDUP 1197 |CCGGTCTAGAGATGAGCATCCACACCCGCCCCTGG
pKT25-FpvDDO 1198 |CCGGGGTACCCGTGGCGCGGCGATGTCGGCGTGGTC
pKT25-FpvEUP 1199 |CCGGTCTAGAGATGAACGACGCCTACGAACAACTG
pKT25-FpvEDO 1200 |CCGGTCTAGAGATGAACGACGCCTACGAACAACTG
pKT25-pvdTUP 1410 |CCGGTCTAGAGATGGAAAACGCCACGCAACCCGTC
pKT25-pvdTDO 1411 |CCGGGGTACCCGTTGGCTGGCCAGGGCGGCCACCGG
pKTM25-FpvCUP 1408 [CCGGTCTAGAGGAAGACGGCAAACGCCTGCGCATC
pKTM25-FpvCDO 1202 | cCCGGGAGCTCTCATGCGCCGGACTCCTGGATGGC
pUTMIBC-FpvCDO | 1400 |cCGGGGTACCCGTGCGCCGGACTCCTGGATGGCGCG
pKTM25-FpvJUP 1397 |CCGGTCTAGAGCACAACCCGATCTGCGAATGCGAG
pKTM25-FpvIDO 1201 |CCGGGAATTCTCATGGCGCGGCGATGTCGGCGTG
pUTMI8C-FpvIDO | 1212 |CCGGGGTACCCGTGGCGCGGCGATGTCGGCGTGGTC
pUTM18C-FpvFUP 1399 [CCGGTCTAGAGGCGACGCCGGCCGCGGCCCAGTCC
pUTMI18C-FpvFDO | 1203 |CCGGGGTACCCGTCAGCCCTTACCGGCCAGCAGCCC
Prote;)nlzz);l(i)gsuctlon Sequence (5° = 3°)
FpvG-p24HisCter F | 1185 |CCGGCCATGGCCTCGAAAAAGTCCCGCTCCAGACTC
FpvG-p24HisCTer R | 1186 |CCGGAAGCTTTCAATGATGATGATGATGATGGCTAGCTGGCTGTCCCTCCGCGGTCTGGTT
FpvH-p33StrepCter F| 1189 |CCGGGAATTCAAGGAGATATACATATGAGCAAGGCCGCCGTTGCCCAGCCC
CCGGAAGCTTTCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTAGCTTGCTTACCTCGTTTGTT
FpvH-p33StrepCter R| 1190 CAGCCA
FpvJ-pcDFHisCter F | 1404 |CCGGCCATGGGCAGCATCCACACCCGCCCCTGGCGC
CCGGGAATTCTCAATGATGATGATGATGATGGCTAGCTGGCGCGGCGATGTCGGCGTGGT
FpvJ-pCDFHisNter R 1405 |C
FpvF-pCDFFlagCter F| 1406 |CCGGGAATTCGAAGGAGATATACATATGAACCTGAAACCCCATTGCCTC
CCGGAAGCTTTCACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCGCTAGCGCGCCCTTCGACTATCGC
FpvF-pCDFFlagCter R| 1407 [TTTCTGT
FpvC-pRSFHACter F| 1408 |CCGGAGATCTAAGGAGATATACATATGCTGTTCTCCCGTCGCTCATCC
CCGGGGTACCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGCTAGCTGCGCCGGACTCCT
FpvC-pRSFHACter R| 1409 |GGATGGCGCG

Table S2: Oligonucleotides used in this study




Protein Theoretical MW  Theoretical MW with tag

(KDa) (KDa)
FpvG 45 46
FpvH 20 21
FpvJ 11 15
FpvF 32 33
FpvC 34 36

Table S3: Theoretical MW of the proteins tested for protein interactions in this study with and
without tag.
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Fig. S1. (A) TOP10 cells producing FpvHsp were harvested and membrane fractions were collected
as described in Materials and Methods procedures. Samples were loaded onto a 12 % SDS-PAGE gel
for immunodetection analysis. MM, molecular marker; S, soluble fraction; TM, Total membrane; IM,
Inner membranes; OM, Outer membranes. To check for correct cell fraction antibody against specific
cytoplasmic, inner and outer membrane proteins were used: anti-Ef-Tu for the soluble fraction (Ef-Tu



being a cytoplasmic protein); anti-LepB for the inner membrane fraction and anti-OmpC for the outer
membrane fraction. Anti-Strep was used to detect FpvHsirep.

(B) BL21 (DE3) cells producing FpvJuiss were submitted to cellular fractionation. MM, molecular
marker; P, periplasm, C, cytoplasm, TM, total membranes were collected and loaded onto a 15 % SDS-
PAGE gel for immunodetection analysis. The molecular mass markers (kDa) are indicated on the left.
To check for correct cell fraction antibody against specific cytoplasmic, periplasmic and membrane
proteins were used: anti-Ef-Tu for the cytoplasmic fraction; anti-MBP for the periplasmic fraction and
anti-LepB for the membrane fraction. Anti-His was used to detect FpvJis.

Ef-Tu is a cytoplasmic elongation factor, MBP (maltose binding protein) is a periplasmic binding

protein involved in the uptake of maltodextrins, LepB an inner membrane peptidase, OmpC an outer
membrane porin.
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Fig. S2: Original gels of SDS-PAGE and blots presented in Fig. 3. FpvG-FpvH was first purified on
a StrepTrap column and afterwards on a Size exclusion chromatography (Superdex 200 10/300 GL
column). (A) SDS-PAGE of the purified complex analyzed by Coomassie blue staining. (B-C)
Immunoblot analysis using specific anti-His (B) and anti-Strep antibodies (C). The molecular mass
markers (kDa) are indicated on the left. MM, Molecular Marker (KDa); L, Load fraction loaded on the
affinity Strep column; FT, Flow-through; E: Elution (containing FpvG and FpvH); GF: Fraction of the
size-exclusion chromatography containing FpvG and FpvH; R, Positive control with bacteria expressing
His-tagged FpvG (panel B) and Strep tag FpvH (panel C). In red are the fractions of SDS-PAGE and

blots presented in Fig. 3. The predicted size of FpvG niss and FpvHsuep are 46 kDa and 21 kDa
respectively.
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Fig. S3: Original gels of blots presented in Figure 5. Periplasmic fractions of BL21(DE3) cells co-
expressing the indicated proteins FpvJuiss, FpvCua, or FpvFrg were incubated with anti-His beads. The
loading (L), unbound (U), and immunoprecipitated (IP) fractions were separated by SDS-PAGE and
analyzed by immunodetection using anti-Flag, anti-Hiss and anti-FpvC antibodies. The molecular mass
markers (MM) are indicated on the left (kDa). In red are the fractions of blots presented in Figure 5.
The predicted size of FpvJ niss, FpvFriae and FpvCua are 15 kDa, 33 kDa and 36 kDa respectively.
FpvJuiss expressed in BL21(DE3) cells, copurifies with a unknown protein of around 37 kDa.
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Fig. S4: Original gels of blots presented in Figure 6. Periplasmic fraction of BL21(DE3) cells and
membrane fractions of TOP10 cells producing the indicated proteins Fpvluiss, FpvCna, FpVvFruag,
FpvGmiss, and FpvHswep were incubated with anti-Flag beads. The loading (L), unbound (U), and
immunoprecipitated (IP) fractions were separated by SDS-PAGE and analyzed by immunodetection
using anti-Hiss (panel A), anti-Flag (panel B) and anti-FpvC (panel C) antibodies. The molecular mass
markers (MM) are indicated on the left (kDa). The predicted size are for FpvG niss 46 kDa, FpvHsiep

21 kDa, FpvJ uiss 15 kDa, FpvFriae 33 kDa and FpvCra 36 kDa. In red are the fractions of blots presented
in Figure 6.
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Fig. SS. Pulldown assay of the FpvG-FpvJ-FpvC-FpvF complex in the presence of 10 pM PVDI-
Fe. Periplasmic fractions of BL21(DE3) cells and membranes fractions of TOP10 cells producing the
indicated proteins FpvJuiss, FpvCua, FpvFrig, FpvGriss, and FpvHswep were incubated with anti-Flag
beads as in Figure 6 except that 10 uM PVDI-Fe was added. The loading (L), unbound (U), and
immunoprecipitated (IP) fractions were separated by SDS-PAGE and analyzed by immunodetection
using anti-Hiss, anti-FpvC, and anti-Flag antibodies. The molecular mass markers (kDa) are indicated
on the left. The predicted size are for FpvG uiss 46 kDa, FpvHsuep 21 kDa, Fpv] niss 15 kDa, FpvFriae 33
kDa and FpvCrua 36 kDa.
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Fig. S6: (A) Negatives controls of the pull down assay presented in Fig. 6: periplasmic fractions
of BL21(DE3) cells and membranes fractions of TOP10 cells producing the indicated proteins
FpvFriag, FpvCra, Fpvlniss or FpvGrise were incubated with anti-Flag resin. The load (L),
unbound (U) and immunoprecipitated (IP) fractions were separated by SDS-PAGE and
analyzed in immunodetection by using anti-Hise, anti-FpvC and anti-Flag antibodies. (B)



Originals gels presented in panel A and in the Fig S5. For both panels, the molecular mass
markers (MM) are indicated on the left in kDa. The predicted size are for FpvGniss 46 kDa,
Fpvluiss 15 kDa, FpvFriag 33 kDa and FpvCnua 36 kDa.
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a. Multimérisation de FpvG

L’expérience en double hybride bactérien a montré que FpvG pouvait interagir avec elle-
méme. La multimérisation de FpvG a également été étudiée avec une expérience de cross-
linking in vivo chez E. coli. Brievement, la souche d’E. coli exprimant FpvGyiss a été incubée
avec un agent pontant, le formaldéhyde, a différentes concentrations. Ensuite, les membranes
solubilisées dans du n-Dodecyl-R-D-Maltopyranoside (DDM) ont été récupérées et analysées
par immunodétection. FpvG est une protéine dont la taille est estimée a 45 KDa. Une bande
a environ 90 kDa a été observée en présence de formaldéhyde correspondant certainement
a un dimere de FpvGriss ( , fleche rouge). Le haut du gel est moins visible,
notamment avec 1% de formaldéhyde, et laisse une sorte de « smear », ce qui pourrait

suggeérer que FpvGeiss forme aussi des multimeres.
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La souche TOP10 d’E. coli surexprimant FpvGhiss a été
incubée avec différentes concentrations en formaldéhyde (0%, 0.5% et 1% (v/v)) pendant une heure
a température ambiante. Les membranes sont ensuite isolées et solubilisées dans du DDM avant
d’étre analysées sur gel SDS-PAGE en Western blot. La fleche rouge correspond a la bande
d’environ 90 KDa. La correspondance en poids moléculaire (PM) est en KDa a gauche de la photo
de la membrane.

b. Interactions des protéines FpvD et FpvE.

Les interactions de FpvD et FpvE avec les protéines périplasmiques (FpvC, FpvdJ et FpvF) et
membranaires (FpvG, FpvH et FpvK) ont été testées en double hybride bactérien (
). Etonnamment, aucune interaction n'a été détectée pour toutes les combinaisons
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testées. FpvD et FpvE font partie du transporteur ABC couplé a FpvC et FpvF (Brillet et al.,
2012). Nous nous attendions au moins a observer une interaction entre la perméase FpvE
avec elle-méme et/ou avec 'ATPase FpvD. En effet, chacune de ces deux protéines forme
certainement un dimére dans la membrane interne comme la majorité des perméases et ATPases

de transporteurs ABC.

Nous avions également émis I'hypothése que la perméase FpvE puisse interagir avec la
protéine périplasmique FpvC. En effet, FpvC chélate le fer ferreux aprés dissociation du
complexe Pvdl-Fe et FpvDE serait le transporteur du fer ferreux a travers la membrane
interne pour l'internalisation du nutriment dans le cytoplasme. Dans ce scénario FpvC améne
le Fe** directement a FpvE, avec probablement une interaction protéique avec la perméase.
Malheureusement nous n’avons observeé aucune interaction en double hybride entre FpvE et
FpvC ( )
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A. Double

hybride bactérien avec les protéines de membrane interne FpvG, FpvK et FpvH. Les cellules
DHM?1 produisant les protéines d’intéréts fusionnées aux domaines T18 et T25 ont été déposées sur
milieu LB gélosé contenant du X-Gal. Pour contrble, les protéines ont été testées contre les plasmides
vides et une protéine non reliée a la voie Pvdl (RetS). La couleur bleue signifie que les deux partenaires
interagissent. L’expérience a été répétée 3 fois et nous avons choisi une image représentative. B.
Double hybride bactérien avec les protéines périplasmiques. Les interactions entre les protéines
d'intéréts ont été quantifiees en mesurant I'activité béta-galactosidase. Le témoin correspond a
l'interaction du domaine Zip avec lui-méme portés respectivement sur le pKTM25-zip et pUTM18C-
zip. Les barres d’erreur correspondent a la I'écart-type des moyennes (n=3).

La premiere partie de cette thése a permis de mettre en évidence les interactions entre les
protéines membranaires, FpvG et FpvH et périplasmiques FpvC, FpvF et FpvJ et de suggérer
la présence d’'un complexe constitué de ces 5 protéines. Ce complexe doit jouer un réle dans
la dissociation du complexe PvdI-Fe. A ce jour, aucun complexe de ce type n’a été décrit
comme étant impliqué dans une voie d’import du fer chez les bactéries. Nous avons
également pu mettre en évidence que FpvF interagissait avec la protéine PvdT, appartenant

a la pompe d’efflux PvdRTOpmQ. Ce résultat montre qu’aprés dissociation de Pvdl-Fe, FpvF
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apporte a la pompe d’efflux I'apo-Pvdl a recycler en interagissant directement avec la protéine
périplasmique PvdT. FpvF participe donc au recyclage de la Pvdl. Cependant, le mécanisme

permettant le transfert de 'apo-Pvdl de FpvF a PvdT reste a déterminer.

Dans cette étude, nous avons opté pour une reconstitution de ces interactions protéiques chez
E. coli. En effet, en I'absence d’anticorps anti-FpvG, anti-FpvH ou encore anti-FpvJ, nous
n’avons pas pu veérifier directement ces interactions chez P. aeruginosa avec des expériences
de cross-linking, comme cela avait été réalisé avec FpvC et FpvF a I'aide d’anticorps anti-
FpvF et anti-FpvC (Brillet et al., 2012). Comme alternative, nous aurions aimé utiliser une
souche de P. aeruginosa exprimant FpvG marquée par la protéine fluorescente eGFP que
nous avons au laboratoire (PAO1-FpvG-eGFP) et insérer un tag mCherry en N ou C-terminal
de FpvH, FpvdJ, FpvC ou FpvF. En combinant des approches de cross-linking in vivo ainsi que
de microscopie de fluorescence a haute résolution et de FRET (transfert d’énergie entre
molécules fluorescentes), les interactions pourraient étre confirmées deux a deux, in vivo. La
présence des tags nous permettrait également de visualiser la dynamique des protéines etdes
interactions au sein de la cellule en single- molecule tracking. Cette technique a déja permis
I'étude de la répartition spatiale de 'enzyme PvdA dans les cellules de P. aeruginosa (Gasser
et al., 2020) en collaboration avec Julien Godet (laboratoire de Bioimagerie et Pathologie,
llikirch). Durant cette thése, nous avons tenté la construction de ces souches fluorescentes

mais sans succes pour certaines.

L’approche de double hybride bactérien ne nous a pas permis de déterminer les potentielles
interactions de FpvK, FpvD ou FpvE avec d’autres protéines. Le double hybride bactérien
posseéde en effet plusieurs désavantages qui peuvent expliquer ces résultats (Battesti &
Bouveret, 2012). La fusion des domaines T18 ou T25 pourrait déstabiliser la structure de la
protéine, la rendre instable, ou méme empécher les interactions des deux partenaires. Le fait
d'utiliser différents plasmides permettant de fusionner le T18 et le T25 soit en C-terminal ou
en N-terminal permet d’optimiser les chances de détecter les interactions, mais n’évite pas le
probléme. De plus, il n’'y a aucun moyen de vérifier la bonne production de la protéine. Enfin,
Nous pouvons supposer que certaines interactions ne se font qu’en présence d’un troisieme
partenaire, que ce soit une protéine ou la présence de molécules ou d’ion tel que le Fe?".
L’absence d’interaction détectée pour les protéines FpvK, FpvE et FpvD avec n'importe quelle
autre protéine ne permet donc pas de conclure a l'absence dinteractions. Il faudrait envisager

d’autres approches pour étudier ces interactions.
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En effet, il serait tout de méme intéressant de se pencher sur les interactions de FpvD et
FpvE car elles constitueraient la derniére porte d’entrée du Fe*" jusqu’au cytoplasme.
D’abord, il faudrait construire un mutant AfpvDAfpvE et vérifier que le fer reste bloqué dans
le périplasme. Cela permettrait de valider le réle exact de FpvD et FpvE. Au laboratoire, des
expériences combinant du transport de **Fe et du fractionnement cellulaire pourraient étre
réalisées. D’autres expériences d’interactions protéine-protéine pourront ensuite étre

envisagées.

Le double hybride bactérien ne permet pas non plus de déterminer I'état oligomeérique des
interactions. Ainsi, déterminer la steochiométrie du complexe FpvG-FpvH-FpvC-FpvF-FpvJ
reste une perspective importante. Nous avons essaye€, en vain, de purifier les 5 protéines
FpvGHJFC sous forme d’'un complexe, en incubant des membranes d’E. coli surexprimant
FpvG et FpvH avec la fraction périplasmique de cellules d”’E. coli surexprimant FpvC, FpvF
et FpvdJ. Purifier ce complexe reste un challenge étant donné la présence de protéines
membranaires et |'utilisation de détergent pour les extractions des membranes. Cependant,
il s’agit d’'une étape importante pour mieux comprendre le mécanisme d’action et la

physiologie du complexe.
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Chapitre VII :

Etude du mécanisme de
dissociation du complexe PvdI-Fe
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Beaucoup de questions restent en suspens concernant le mécanisme de dissociation du fer
de la Pvdl et ce, malgré I'identification des différents partenaires protéiques y participant et
leurs interactions. L’équipe a montré qu’une réduction du fer est nécessaire (Greenwald et al.,
2007) et qu’elle impliquait la protéine de membrane interne FpvG. L'exact mécanisme
biochimique et chimique de cette réduction du fer par FpvG n’est pas connu ainsi que les
potentiels cofacteurs permettant le transfert d’électrons nécessaires a la réaction. Il a été
montré dans une expérience de dissociation de PvdI-Fe in vitro que FpvG pouvait activer cette
dissociation en ayant une activité réductase (Ganne et al., 2017). En effet, le complexe PvdI-
Fe se dissocie efficacement en présence du réducteur 1,4-Dithiothreitol (DTT) et de ferrozine
(chélateur du fer ferreux). Une dissociation équivalente a été observée avec FpvG permettant
de supposer une activité réductase de cette protéine. Dans ce chapitre, nous nous sommes

intéressés au mécanisme de réduction du fer par la réductase FpvG et son partenaire FpvH.

a. Etude structurale par microscopie électronique du complexe FpvG-FpvH

Dans un premier temps, nous avons initié des études structurales du complexe FpvG-FpvH.
Les études structurales concernant les protéines membranaires ont toujours été un challenge
pour différentes raisons. La premiére difficulté est de réussir a surexprimer les protéines
membranaires qui sont naturellement peu produites dans les cellules. Cette surexpression
peut d’ailleurs entrainer des problemes de toxicité pour les cellules, de repliement et de
stabilité des protéines. La seconde difficulté réside en I'extraction a I'aide de détergents des
protéines des membranes. La présence de détergents limite fortement les chances d’obtenir
des données structurales de protéines membranaires en cristallographie a rayons X ou encore
en spectroscopie a résonance magnétique nucléaire (RMN) (Seddon et al., 2004). Ces
derniéres années, les études structurales utilisant la microscopie électronique se sont de plus
en plus développées. Pour cause, la présence de détergent n’est plus un facteur limitant et
une petite quantité (de I'ordre du ug) de protéines est requise. L'utilisation de la microscopie
électronique est devenue une alternative réelle méme s’il est rare que la résolution soit
supérieure a 2 A a cause des dommages causés par les radiations sur I'échantillon (Rawson
et al., 2016; Seddon et al., 2004).

FpvG est une protéine de membrane interne et d’aprés les prédictions de structures
secondaires, elle posséderait 4 domaines transmembranaires (TM) organisés en hélice alpha
(TM1 résidues 12-36, TM2 résidues 146-167, TM3 résidues 187-217 et TM4 résidues 336-
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363) et deux domaines périplasmiques composés tous deux d’une hélice alpha et de 4 feuillets
i3 (le premier domaine allant des résidus 37 a 145 et le second des résidus 218 a 335) (Ganne
etal.,2017) ( ). Notre approche de double hybride a montré que FpvG interagissait
avec une autre protéine de membrane interne, FpvH (Bonneau et al., 2020). La structure
secondaire prédite pour FpvH suggére la présence d’'un segment transmembranaire en hélice
alpha (résidues 21-41) et un domaine cytoplasmique (résidus 42-179) ( ) (Ganne
etal., 2017).

Périplasme ¢ & 2‘ 3 S

Cytoplasme ‘

nnnnn

FpvG

ggnéecme

. D’aprés Protter-visualize
proteoforms (Omasits et al., 2014).

Notre premier objectif était de cristalliser et de résoudre la structure de FpvG seule.
Malheureusement, nous n’avons pas réussi a obtenir cette protéine avec un degré de pureté
suffisant pour permettre de lancer des essais de cristallisations. En revanche, il est apparu
plus simple de purifier le complexe FpvGriss-FpVvHstep €t de I'obtenir avec un degré de pureté
et des quantités permettant des études structurales par microscopie électronique a coloration
négative (EM). Ces manipulations furent réalisées en collaboration avec la plateforme de
biologie et génomique structurale de l'Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et
Cellulaire (IGMBC a lllkirch).

Pour cette étude structurale, le complexe a été surexprimé dans des cellules d’E. coli TOP10
et extrait des membranes bactériennes grace au détergent N-dodécyle-B-maltoside (DDM).
Aprés purification du complexe sur colonne d'affinité StrepTrap puis sur Gel Filtration

(Bonneau et al., 2020), 15 ng de protéines sont repris dans du tampon contenant du DDM puis
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ont été déposés sur des grilles de microscopie électronique. L'échantillon a été coloré a
'acétate d’'uranyle et des milliers d’images ont été acquises (Figure n°40A). L'ensemble des
données EM a été collecté, et la classe bidimensionnelle a révélé des vues caractéristiques
du complexe FpvGriss-FpVHstrep (Figure n“40A, B, C). L'ensemble des données a été utilisé
pour reconstruire un modgle tridimensionnel a 21 A de résolution (Figure n°40D). Le complexe
FpvGhriss-FpVvHstep @ une hauteur de ~105 A et un diamétre de ~90 A. A ce stade de résolution,
il est impossible de savoir quelle partie de cette structure correspond a FpvGriss et laquelle a
FpvHstrep.

A.

105 A

90A

Figure n°40: Caractérisation structurale du complexe membranaire FpvGrise-FpVvHstrep par
microscopie électronique a coloration négative. A. Micrographe représentatif des particules du
complexe FpvGriss-FpVvHstrep. Echelle, 50 nm. B. Différentes vues du complexe FpvGiss-FpvHstrep.
C. Moyenne des classes 2D. D. Reconstruction 3D a 21-A du complexe FpvGhiss-FpVvHstrep, Sans
contrainte de symétrie.
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b. Implication du complexe FpvG-FpvH dans la dissociation du fer de la Pvdl

Pour mieux caractériser les fonctions de FpvG et FpvH au sein du complexe FpvG-FpvH, nous
avons testé sa capacité a dissocier le fer de la Pvdl in vitro (Ganne et al., 2017). Comme
mentionné précédemment, I'apo Pvdl est fluorescente a 447 nm et son apparition peut étre
suivie lors de la dissociation du fer de la Pvdl in vitro en fonction du temps.
Le complexe Pvdl-Fe a d’abord été incubé en présence du réducteur 1,4-Dithiothreitol (DTT)
et de la ferrozine (chélateur spécifique du fer ferreux). Une augmentation de la fluorescence
liée a I'apparition d’apo Pvdl a été observée ce qui indique une dissociation du complexe Pvdl-
Fe ( ). Comme nous n’avons pas réussi a purifier les protéines FpvG et FpvH
séparément, nous avons utilisé dans nos essais des préparations de membranes de bactéries
exprimant ces protéines. Ces membranes ont été obtenues par fractionnement cellulaire de
cellules d’E. coli exprimant soit FpvGhiss, SOit FpvHstep OU le complexe FpvGriss-FpvHSstrep. LE
fractionnement cellulaire consiste a lyser les cellules et a séparer les protéines solubles des
protéines membranaires par ultracentrifugation pour récupérer la fraction des membranes
totales. Nous avons vérifié et confirmé la présence dans les membranes des protéines
d’intéréts afin de s’assurer de leur expression ( ).
Les fractions membranaires des souches d’E. coli exprimant les protéines FpvGtiss, FpVHSstrep,
le complexe FpvGhiss-FpvHsiep OU contenant un plasmide vide ont été incubées avec le
complexe Pvdl-Fe et la fluorescence a 447 nm a été mesurée en fonction du temps (

).
Nous avons observé une augmentation de la fluorescence équivalente a celle de la condition
avec DTT et ferrozine lorsque les membranes contenant FpvGeriss ont été incubées avec Pvdl-
Fe. Cette observation signifie que FpvGiss est capable de dissocier le complexe Pvdl-Fe et
confirme les résultats déja obtenus précédemment (Ganne et al., 2017).
Aucune dissociation n'a été observée avec les membranes portant le plasmide vide, ce qui
confirme que les protéines membranaires d’E. coli ne dissocient pas le complexe Pvdl-Fe.
FpvHstep Seule ne semble pas dissocier le complexe car aucune dissociation n’a été obtenue
avec les membranes contenant uniquement FpvHsyep. De maniére surprenante, nous n’avons
pas observé d’augmentation de fluorescence en présence des membranes contenant le
complexe FpvGriss-FpvHswep. FpVHsiep Semble dans cette expérience neutraliser d’une
certaine facon l'activité de FpvGriss. Une perte partielle d’activité avait déja été observée par
K. Brillet au laboratoire en effectuant cette méme expérience en présence de FpvGhiss et de
FpvC purifiée ou en présence de FpvGuiss et des protéines FpvC et FpvF purifiées (Ganne et
al., 2017) ( ). Il semblerait que la protéine FpvGuiss soit trés active seule pour
dissocier le complexe Pvdl-Fe, mais que lorsque I'un de ses partenaire protéique FpvH, FpvC

ou FpvF est présent, son activité est partiellement ou totalement inhibée. Il est peut-étre
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nécessaire d’avoir le complexe protéique dans son ensemble pour que FpvGhiss garde toute
son activité. Durant cette thése, nous n’avons malheureusement pas pu tester 'activité de
FpvG en présence de FpvH, FpvC et FpvF ou au sein du complexe FpvGHJCF. La présence
des tags, plus particulierement celui sur FpvHstep, peut aussi affecter I'activité du complexe.

La question du devenir du fer ferreux dans cette réaction peut étre soulevée. En effet, FpvGuiss
seule arrive a dissocier Pvdl-Fe aussi efficacement que le mélange DTT et ferrozine. Cela
suggére qu’il y a peut-étre un site de liaison du fer ferreux sur FpvGhiss pour éviter la
réversibilité de la réaction. K. Brillet a montré au laboratoire que I'addition de FpvC inhibe
partiellement FpvGhiss (Ganne et al., 2017) ( ). Ce résultat suggére que FpvC ne
peut pas récupérer le fer libéré par la Pvdl aprés réduction du fer. Il aurait été intéressant de
suivre également la dissociation du complexe PvdI-Fe en présence de FpvGeiss et ferrozine
pour vérifier si le fer ferreux reste associé a FpvGriss ou s'il peut étre capté par la ferrozine.

Ces résultats indiquent également que FpvGeiss seule est capable de dissocier le complexe
PvdI-Fe mais que les autres partenaires FpvH et FpvJ n’interviennent pas directement dans
la réaction enzymatique. Ces protéines auraient plus un réle dans le transfert du fer ferreux

sur FpvC et de I'apo Pvdl sur FpvF en maintenant le complexe FpvGHJFC ensembile.
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A. Suivi de la dissociation du complexe
Pvdl-Fe in vitro. 20 uM du complexe PvdI-Fe ont été incubés dans 100 mM de tampon d’acétate
d’ammonium, pH 6.5, en présence soit de 100 ug de membranes de cellules d’E. coli surexprimant
FpvG Hiss, FpvHstrep 0u FpvGriss €t FpvHstrep Ou portant le plasmide vide, ou de 100 mM de DTT et 200
MM de ferrozine. La fluorescence a été suivie a 447 nm (excitation a 400 nm) pendant 3 h. FO représente
la fluorescence au t=0 min et F représente la fluorescence au temps t (min). L'expérience a été répétée
3 fois et des résultats équivalents ont été obtenus. B. Western blot des préparations de membranes
de bactéries exprimant FpvGriss, FpvHstep 0u le complexe FpvGriss-FpvHstep. La présence des
protéines dans les extraits membranaires a été révélée a l'aide d’anticorps primaires de lapin anti-Hises
et de souris anti-Strep suivie d’'une incubation avec des anticorps secondaires anti-lapin ou anti-souris
couplés a la peroxydase de raifort. Les bandes sont ensuite révélées avec le kit Pierce ECL
chimiluminescence de ThermoFisher Scientific. C. Figure de suivi de la dissociation du complexe
PvdI-Fe in vitro provenant de I’article (Ganne et al., 2017). 10 pg de membranes totales contenant
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FpvGtise sont incubés en présence de 20 uM de Pvdl-Fe et 10 uM de protéines purifiées FpvC (courbe
verte), FpvF (courbe bleue), ou avec FpvF et FpvC (courbe orange) ou sans protéines purifiées (courbe
rouge). La fluorescence a été suivie a 447 nm (excitation a 400 nm) pendant 3 h. FO représente la
fluorescence au t=0 min et F représente la fluorescence au temps t (min). Figure directement copiée de
l'article Ganne et al., 2017.

c. De I’héme est associé au complexe FpvG-FpvH

Le complexe FpvGriss-FpvHstep purifié ayant une pigmentation de couleur rose, nous avons
émis I’hypothése qu’une molécule d’héme pouvait étre associée a au moins une des protéines
de ce complexe ( ). De plus, notre équipe a montré que FpvG présentait des
similarités de séquence avec une ascorbate ferri-reductase appartenant a la famille des
cytochromes b561 chez Arabidopsis thaliana (Ganne et al., 2017). Cette famille est composée
de protéines coordonnant deux molécules d’hémes par 4 résidus d’histidine hautement
conserveés. Elles utilisent soit du NAD(P)H soit de I'ascorbate comme donneur d’électrons afin
de permettre la réduction du fer ferrique en fer ferreux (Su & Asard, 2006). L’héme est un
groupement prosthétique majeur retrouvé dans des hémoprotéines aussi bien chez les
procaryotes que chez les eucaryotes. Ses fonctions peuvent étre trés diverses : transport de
'oxygéne, activité catalytique, transport d’électrons, régulation, etc. La capacité de 'héme a
interagir avec différentes protéines provient de la versatilité de sa structure : ’'héme comprend
un anneau porphyrine avec en son centre un ion fer (sous forme Fe?* la plupart du temps). |l
existe plusieurs molécules d’héme dont 'héme b et ¢ qui sont les formes les plus abondantes
( ) (Li et al., 2011). L’héme b est attaché a la protéine de maniére non covalente
tandis que I’héme ¢ forme des liaisons covalentes entre les groupements vinyle de 'héme et
deux résidus cystéines de la protéine. Ainsi, le motif CxxCH (x étant n’importe quel autre acide

aminé) est retrouvé chez les protéines portant un héme ¢ (Bowman & Bren, 2008).

Les principaux résidus impliqués dans la coordination de 'héme sont : la cystéine, I'histidine
et la tyrosine. La méthionine et la lysine sont également retrouvées mais moins fréquemment.
Différents autres types d’interactions vont contribuer a la fixation de ’héme et son affinité pour
les protéines. On retrouve ainsi des liaisons hydrophobes et des liaisons 1 provenant de
'anneau porphyrique ainsi que des interactions électrostatiques et des ponts hydrogénes
provenant de la chaine propionate. Les acides aminés environnants ceux directement
impliqués dans la coordination vont aussi étre importants pour I'interaction de ’'héme sur une
protéine spécifique (Li et al., 2011; Wilbrock et al., 2019).

-92 -



s—Cys

heme b heme ¢

D’apres (Li et al., 2011).

Le spectre d’absorption des protéines FpvGriss-FpvHstep montre un maximum d’absorbance a
414 nm ainsi qu’un second pic d’absorbance a 550nm ( ). Le pic a 414 nm est
caractéristique de la bande de Soret, spécifique aux porphyrines et donc aux hémoprotéines
et indique la présence d’héme dans I'’échantillon (Soret, 1883). Il aurait été intéressant de
réduire le complexe, avec du sodium dithionite par exemple. Cette expérience permet de
visualiser le spectre d’absorption des hémoprotéines réduites. Classiquement, deux pics aux
alentours de 520 nm et 550 nm, communément appelées les bandes alpha et beta, sont
visibles sous la forme réduite. Sous forme oxydée, comme dans nos conditions, ces deux

bandes caractéristiques aux cytochromes ne sont pas tres visibles (Koch & Schneider, 2007).

Lorsque I'héme est associé de maniére covalente aux protéines, il reste attaché a la protéine
lors de la migration sur gel de polyacrylamide contenant du SDS. Le complexe protéine-héme
peut alors étre détecté grace a l'activité peroxydase de 'héme en utilisant le 3,3'5,5'-
tetramethylbenzidine (TMBZ) comme oxydant (Goodhew et al., 1986). Cela permet en régle
générale de détecter des protéines contenant de 'héme c qui est lié de maniére covalente.
Dans une moindre mesure, une petite quantité d’héme b peut rester fixée aux protéines et
ainsi étre révélée par cette méthode (Goodhew et al., 1986; Thomas et al., 1976). Nous avons
réalisé un test au TMBZ sur le complexe FpvGeiss-FpVHstrep ( ). Le complexe
FpvGhiss-FpvHswep @ €té déposé sur gel de polyacrylamide contenant du SDS et aprés
migration, le gel a été incubé en présence de TMBZ-H.O.. Une activité peroxydase a été
détectée pour les bandes correspondant a FpvGhiss et @ FpvHswep, indiquant que les deux
protéines lient de ’lhéme. Cependant, aucun motif CxxCH n’a été retrouvé dans la séquence
de FpvG. L'activité peroxydase détectée pour les bandes correspondantes a FpvGriss et a
FpvHstep, €st probablement liée a de petites quantités d’héme b restées liées aux protéines

FpVGHisG et FpVHStrep.
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A. Spectre d’absorption du complexe FpvGhiss-FpVHstrep. La photo dans I'encadré du
graphique correspond a la fraction récupérée aprées purification sur colonne StrepTrap. B. Test TMBZ
sur le complexe FpvGhiss-FpVvHstrep. La fraction correspondante au complexe FpvGrise-FpVHstrep est
déposée sur gel de polyacrylamide 12 % en présence de SDS. Aprés migration des protéines, le gel
est incubé avec 0.25 M d’acétate de sodium pH 5.0 pendant 10 min a I'obscurité et a température
ambiante. Le mélange est ensuite incubé avec une solution TMBZ/Méthanol pendant 30 min a
température ambiante a I'abri de la lumiére. 0,3 % v/v d’H202 sont ensuite ajoutés au mélange. Le poids
moléculaire (KDa) est inscrit a gauche de la photo.

d. Implication de 4 résidus d’histidine conservés de FpvG dans la dissociation de
fer de la Pvdl

1. Paralléle avec d’autres voies d’import du fer par des sidérophores

A ce jour, aucune réductase impliquée dans la dissociation d’'un complexe sidérophore-fer
autre que le complexe Pvdl-Fe n’a été identifiee chez P. aeruginosa. Quelques génes
candidats ont été proposés du fait de leur localisation a proximité des autres génes impliqués
dans les voies d’import correspondantes : foxB, ampO, piuB et PA1909. Les analyses de
domaine in silico ont indiqué des fonctions de type « oxydo-réduction ». Le géne foxB code
pour une probable protéine de membrane interne impliquée dans la voie d’'import du fer par la
nocardamine/ferrioxamine B et dont la fonction était pour linstant attribuée a I'import du
complexe ferrisidérophore au travers de la membrane interne. Le géne ampO est situé a cété
de fptX et fptA, transporteurs de la membrane interne et externe de la voie pyochéline. Le
géne piuB est localisé a cbté de piuA, un géne codant pour un TBDT dont le sidérophore
transporté n’est pas connu mais qui peut intervenir dans I'import des complexes entérobactine-

fer. Enfin, PA1909 serait impliqué dans la voie d'import du fer par la mycobactine.
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La topologie probable des protéines codées par ces différents génes a été prédite en utilisant
une combinaison des logiciels de prédictions de segments transmembranaires et de topologie
(TMpred, Phyre2, XtalPredRef, CCTOP). Selon les prédictions obtenues, les deux protéines
PA1909 et FoxB auraient une topologie tout a fait similaire a celle de FpvG, avec 4 segments
transmembranaires (TM) en hélice alpha et deux boucles périplasmiques. De plus, les
longueurs de ces segments TM et des boucles sont équivalentes a celles de FpvG. La protéine
AmpO posséderait 7 segments TM tandis que la protéine PiuB en posséderait 5 avec deux

larges boucles cytoplasmiques et la partie C-terminale de la protéine dans le cytoplasme

( )-

Toutes ces protéines possedent un PepSY associated TM domain ( ). Les
domaines PepSY sont généralement des domaines retrouvés chez la famille M4 des
metallopeptidases. lIs jouent un rble dans le contrdéle des pro-peptides et de la régulation de
l'activité peptidase (Yeats et al., 2004). Les protéines annotées avec une région PepSY
associated TM ont en général plusieurs segments transmembranaires en hélice alpha mais

n’ont pas forcément d’activité peptidases.

Les séquences de FpvG, FoxB, AmpO, PA1909 et PiuB ont été soumises a un alignement
multiple ( ). Ces protéines possedent des séquences relativement différentes a
'exception de certains acides aminés conservés, notamment 4 résidus d’histidine (His)
retrouvés chez FpvG, PA1909, FoxB et PiuB. Seule la protéine AmpO ne posséde que 3 de
ces His. Les régions entourant ces résidus sont par ailleurs des régions ou I'on retrouve des

acides aminés conservés pour leurs propriétés biochimiques.

En conclusion, ces analyses montrent que ces 5 protéines possedent des résidus His
conservés. Les molécules d’hémes pouvant étre fixées sur les protéines par des résidus His,
on peut supposer que FpvG, PA1909, FoxB, AmpO et PiuB sont aussi capables de lier de
I'héme par ces acides aminés. De plus, FoxB et PA1909 ont des structures secondaires
prédites trés similaires a FpvG. Elles pourraient donc avoir une fonction biologique similaire,
I'une étant impliquée dans I'import du fer par la nocardamine et la ferrioxamine B et la seconde
par la mycobactine. Il est intéressant de noter également que ni foxB ni PA1909 ne sont
localisés a cbté de genes codant pour des protéines ayant des homologies de séquences avec
FpvH, FpvdJ et FpvK. Ces trois protéines ne semblent donc pas nécessaires a I'activité de la
réductase FpvG, mais pourrait intervenir plutét dans le transfert de fer de la Pvdl sur FpvC et

de I'apo-Pvdl sur FpvF.
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A. Prédiction de topologie des protéines potentiellement liées a la réduction du fer
de complexe sidérophore-fer. Les résidues annotés concernent le début et la fin de chaque segment
transmembranaire (a lire de gauche a droite), P : Périplasme, C: Cytoplasme. B. Alignement de
séquence de FpvG, PiuB, PA1909, FoxB et AmpO. L’alignement a été réalisée via PROMALS3D (Pei
et al., 2008) et visualisé avec ESPript (Robert & Gouet, 2014). La structure secondaire prédite pour
FpvG a été ajoutée au-dessus et les résidus His d’intéréts ont été ré-annotés avec un H rouge en
dessous des séquences. Les acides aminés écrits en blanc sur fond rouge représentent des acides
aminés conservés entre les 5 séquences testées, ceux écrits en rouge sur fond blanc représentent une
conservation pour les propriétés biochimiques des acide-aminés (hydrophobe, polaire, etc.).

2. Implication des 4 résidus histidine.

L’alignement de séquence de FpvG avec les autres potentielles réductases a permis de
révéler 4 résidus His conservés : His14, His132, His194 et His332. Afin de tester le role et
l'importance de ces His dans l'activité de FpvG, nous avons construit une souche de P.
aeruginosa mutée au niveau du chromosome dans la séquence de fpvG. Ces quatre résidus
ont été remplacés par des résidus d’alanine dans la souche ApvdFApchA incapable de
produire de la Pvdl et de la Pch (ApvdFApchA-fpvGHismut) ( ). En effet, nous
effectuons nos tests de dissociation du complexe Pvdl-Fe in vivo dans un mutant incapable
de produire la Pvdl et la Pch. De cette maniére, nos expérimentations ne sont pas affectées
par la fluorescence de la Pvdl produite par la bactérie. La croissance du mutant ApvdFApchA-
fovGHismat a été vérifiee en milieu LB (considéré comme riche en fer) et en milieu CAA
(carencé en fer). En milieu riche en fer, la souche ApvdFApchA-fpvGHismut exprimant
FpvGHismut @ une vitesse de croissance équivalente a la souche sauvage et a la souche
ApvdFApchA ( )- En revanche en milieu CAA, ApvdFApchA posséde un retard de
croissance comparé a la souche sauvage (PAO1) qui s’explique par I'incapacité de ce mutant
a utiliser ses sidérophores Pvdl et Pch pour acquérir le fer. De maniére surprenante, la souche
exprimant FpvGHismut posséde un retard de croissance supplémentaire comparé a la souche
non productrice de Pvdl et Pch. On s’attendait a une vitesse de croissance équivalente entre
la souche incapable de produire le Pvdl (ApvdFApchA) et la souche incapable de produire la
Pvdl et d’exprimer 'enzyme FpvG sauvage (ApvdFApchAAfpvgHismut). Vu qu’aucune des deux
souches ne produit la Pvdl, les mutations apportées dans fpvG n’auraient pas d apporter de
phénotype supplémentaire. Ce ralentissement de croissance supplémentaire pour le mutant
fovG laisse supposer que cette protéine peut avoir un role dans une autre fonction biologique

autre que la dissociation de Pvdl-Fe.
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A. Séquence primaire de FpvG. En rouge, les 4 résidus His conservés ont été mutés
en alanine. B. Croissance des souches en milieu LB. Les cellules ont été cultivés en milieu LB puis
déposées en plaque 96 puits a DO a 600 nm de 0,01. La croissance bactérienne a été suivie en
mesurant la DO a 600 nm en fonction du temps a 37°C dans un lecteur de microplagues TECAN. C.
Croissance des souches en milieu CAA. Les cellules ont été carencées en milieu CAA puis déposées
en plaque 96 puits a DO a 600 nm de 0,01. La croissance bactérienne a été suivie en mesurant la DO
a 600 nm en fonction du temps a 37°C en lecteur microplaques TECAN. Les barres d’erreur
correspondent a I'écart-type des moyennes (n=3).

La dissociation du fer de la Pvdl a été suivie in vivo dans les souches ApvdFApchA,
ApvdFApchA-fpvGHismut et ApvdFApchAAfpvG ( ). Pour cela, les différents mutants
de P. aeruginosa ont été cultivés en milieu CAA, puis incubés avec le complexe Pvdl-Fe. La
fluorescence a été mesurée pendant 3 heures a 447 nm (excitation a 400 nm). Une
dissociation du fer de la Pvdl a été observée pour la souche ApvdFApchA comme décrite
précédemment (Ganne et al., 2017). La mutation des 4 résidus histidine (souche ApvdFApchA-
FpvGHismut) entraine une inhibition de la dissociation du méme ordre que celle observée par
la délétion totale du géne fpvG. Lorsquon complémente la  souche
PAO1ApvdFApchA_fovGHismt avec un plasmide exprimant FpvG sous le contrble de son
propre promoteur (PMMB190-FpvG), le phénotype de dissociation est restauré et est encore
plus fort qu’avec la souche témoin ApvdFApchA, probablement parce que FpvG est

surexprimée dans cette condition.
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Les différents mutants ont été cultivés en
milieu carencé en fer, avant d’'étre repris dans du tampon 50 mM Tris, pH 8.0 a DO de 600 nm de 0,4.
Les cellules sont déposées dans une plaque 96 puits et 120 nM de complexe Pvdl-Fe sont ajoutés aux
cellules. Le complexe PvdI-Fe est également incubé seul dans du tampon Tris. La fluorescence (Exc.
400 nm et Em. 447 nm) a été suivie dans un lecteur de microplaques TECAN pendant 3 h a 30°C. Les
barres d’erreur correspondent a I'écart-type des moyennes (n=3).

e. Fixation de I’lhéme sur FpvG, FpvH et FvpGnut

Afin de vérifier que FpvG, FpvGmy et le complexe FpvG-FpvH sont capables de lier 'héme,
nous avons entrepris des expériences de co-immunoprécipitation avec des billes d’agarose
couplées a de ’hémine (héme de chlorure ferrique). Un plasmide exprimant FpvG avec les 4
résidus d’histidine conservés et remplacés par des résidus d’alanine a été construit avec un
marquage 6xHistidines en C-terminal (pRSF-FpvGmutiss) pour faciliter la détection en
immunodétection. Nous avons isolé les membranes de cellules TOP10 d’E. coli exprimant
FpvGhiss, FpVGhiss-FpVHSstrep OU FpvGmuttiss. Les protéines ont été solubilisées avec du DDM et
incubées avec des billes d’agarose couplées a I'hémine. La méme expérience a été réalisée
avec des billes d’'agarose sans hémine pour vérifier que les protéines ne se fixaient pas de
maniére aspécifique sur les billes. Cette expérience n’a pas pu étre réalisée pour FpvHstep Ccar
nous n’avons pas réussi a solubiliser la protéine seule.

Aprés incubation des protéines solubilisées avec les billes, plusieurs lavages ont été réalises,
puis les billes ont été récupérées et analysées en immunodétection ( ). Lorsque

FpvGriss est incubée seule avec les billes, avec ou sans le complexe Pvdl-Fe, elle est dans
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les deux conditions retenues sur les billes d’hémes. Cela indique que FpvGeiss peut lier de
'héme en présence ou en absence de Pvdl-Fe. En revanche, aucune interaction n’est
observée avec les billes d’agarose sans héme. Ce résultat démontre donc que l'interaction
observée est spécifique et liée a une interaction avec 'héme. L’héme déja présent sur FpvG
peut étre apparemment déplacé par I'héme lié aux billes d’agarose. Ceci conforte I'idée que
I'héme associé a FpvG est labile et non lié de maniére covalente.

La présence de FpvGmutiss dans les membranes solubilisées nous a d’abord indiqué que
FpvGmutiss S€ localise dans les membranes. Cependant nous avons observé une faible
expression de cette protéine avec beaucoup de produits de dégradation. L’'expérience de co-
immunoprécipitation avec les billes d’hémes a montré que FpvGmuniss N'est pas retenue sur
les billes d’hemes. Par conséquent, au moins un ou deux de ces résidus d’histidine est
impliqué(s) dans l'interaction de FpvGriss avec les billes chargées en heme.

Le complexe FpvGhissFpvHstep @ €té retenu sur les billes couplées a ’'héme. Comme nous
n’avons pas pu réaliser cette expérience avec FpvHswep Seule, nous ne pouvons pas conclure
si l'interaction observée entre FpvHsyep €t les billes est due a une capacité de cette protéine a
lier de 'héme, ou si cette interaction avec les billes se fait via FpvGriss. Lorsque le complexe
FpvGhiss-FpvHstep @ €té pré-incubé en présence de Pvdl-Fe, il n’est plus retenu sur les billes
couplées a 'héme contrairement a la protéine FpvGhiss seule. Cette observation suggéere un
changement de conformation de FpvGriss aprés fixation de Pvdl-Fe au sein du complexe
FpvGhissFpvHstep rendant le site de liaison de ’lhéme inaccessible. Les deux protéines portant
des étiquettes Hisg pour I'une et Strep pour la seconde, on ne peut pas exclure que ces
groupements dans le complexe FpvGhissFpVHstep affectent I'interaction avec ’'héme des billes
d’agarose en présence de Pvdl-Fe.

En conclusion, ces données montrent que FpvGhiss peut lier de 'héme en présence et en
absence de Pvdl-Fe et que cette interaction se fait par au moins 2 des résidus d’histidine
mutés. Cette interaction avec I'héme est possible avec le complexe FpvGriss-FpVHstrep mais

seulement en absence de PvdI-Fe.
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Les difféerentes membranes solubilisées dans du
détergent (DDM) des cellules d’E. coli produisant FpvGeiss, FpvGrissFpvHstrep 0u FpvGmutniss ont été
incubées avec 20 pl de billes d’agarose couplées ou non a de 'hémine, en présence ou en absence de
30 uM de complexe Pvdl-Fe. Les fractions « Load » (L, correspondant aux membranes solubilisées),
non liées (Unbound, U) et co-immunoprécipitées (I) ont été séparées sur gel de polyacrylamide et
analysées en immunodétection. Le poids moléculaire en KDa est indiqué sur la gauche des photos.

f. Interaction du mutant FpvGn. avec FpvH, FpvC et FpvJ

Afin de regarder I'impact de la substitution des résidus His conservés en Ala chez FpvG sur
les interactions précédemment décrites dans le Chapitre VI, la séquence FpvGmy: a été clonée
dans le vecteur de double hybride pKT25 afin d’obtenir le plasmide pKT25-FpvGmu: (

). Les différentes interactions ont été testées en double hybride bactérien, sur milieu
solide pour le test avec la protéine membranaire FpvH et en milieu liquide pour les protéines
périplasmiques. Les données montrent que FpvGn.t est toujours capable d’interagir avec FpvH
( ) ainsi qu’avec les protéines périplasmiques FpvC et Fpvd ( ).
L’interaction de FpvGnut avec la protéine FpvF sera également a vérifier mais n’a pour le
moment pas été testée. Néanmoins, ces premiers résultats avec FpvH, FpvJ et FpvC
suggeérent que le mutant FpvG est toujours capable d’interagir avec ses partenaires malgré
les mutations apportées.
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A. Construction du plasmide pKT25-FpvGmut. B.
Double hybride bactérien avec les protéines membranaires. Les cellules de DHM1 produisant la
protéines FpvGmut et FpvH fusionnées aux domaines T18 et T25 ont été déposées sur milieu LB gélosé
contenant du X-Gal. Pour contrble, les protéines ont été testées contre les plasmides vides et une
protéine non relié¢e a la voie Pvdl (RetS). La couleur bleue signifie que les deux partenaires
interagissent. L'expérience a été répétée 3 fois et nous avons choisi une image représentative C.
Double hybride avec les protéines périplasmiques. Les interactions entre le mutant FpvGmut et les
différentes protéines périplasmiques ont été quantifi€es en mesurant I'activité béta-galactosidase. Les
barres d’erreur correspondent a I'écart-type des moyennes (n=3).

Si les résultats présentés dans ce chapitre semblent prometteurs, ils sont encore incomplets
et des analyses plus poussées devront étre mises en ceuvre afin de valider les différents

résultats obtenus.

Le premier modéle obtenu pour FpvGriss-FpVHstrep €st bien entendu d’une faible résolution et
ne permet pas de résoudre la structure du complexe. Nous avons plutét obtenu une sorte
d’enveloppe représentative de sa surface. Cela reste un premier modéle encourageant pour
la prochaine étape qui sera de faire de la cryo-EM afin d’augmenter la résolution. Dans le
modele obtenu, on ne peut pas discriminer FpvGriss de FpvHstep. |l serait intéressant de purifier
les deux protéines séparément pour pouvoir les superposer au modele. Cependant, FpvG et
FpvH sont des petites protéines (45 KDa et 19.9 KDa, respectivement) et elles ne pourraient

pas étre visualisées en EM séparément. Pour pallier cela, le complexe purifié pourrait étre
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incubé avec des anticorps anti-Strep (pour FpvHswep) ou des billes de Nickel/Acide
nitrilotriacétique (Ni-Nta) (pour FpvGeiss) recouverts de particules d’or qui sont visibles sur les
micrographes afin de pouvoir localiser FpvGriss ou FpvHstep au sein du complexe. La position
du complexe par rapport a la membrane n’est pas connue et la représentation du modéle 3D
de nos résultats est totalement arbitraire. L'utilisation des anticorps anti-Strep et des billes de
Ni-Nta permettraient de visualiser les positions des domaines C-terminaux (car les tags ont
été clonés en C-terminal des protéines). En combinant les prédictions de topologie que nous
avons des deux protéines et des données de I'EM, le complexe pourrait ainsi étre mieux

orienté.

Résoudre la structure du complexe permettrait de visualiser les potentiels sites de fixation de
I’'héme et I'importance de I'interaction de FpvH avec FpvG. En effet, des données structurales
du complexe protéique pourraient expliquer I'absence de dissociation du fer de la Pvdl lorsque
le complexe Pvdl-Fe est incubé avec des préparations membranaires de cellules TOP10 d’E.
coli exprimant le complexe FpvGriss-FpVvHstep. Cette absence d’activité du complexe peut avoir
plusieurs explications :

- On peut émettre I'hypothése que la protéine FpvGhiss N’est pas active lorsqu’elle
est en complexe avec FpvHswep. Mais cette hypothése est quelque peu en
contradiction avec des études de cinétiques de dissociation de Pvdl-Fe réalisées
in vivo chez P. aeruginosa. Ces études montrent qu'une délétion du géne fpvH
affecte négativement la cinétique de dissociation de Pvdl-Fe in vivo (Ganne et al.,
2017). Dans ces conditions, FpvH doit étre exprimée pour que FpvG soit
pleinement active in vivo.

- FpvGhiss N’est pas active dans le complexe avec FpvHsyep car il manque les autres
partenaires protéiques Fpvd, FpvC et FpvF.

- Cette dissociation du complexe PvdI-Fe in vitro en présence de FpvGhiss-FpvHstrep
peut sembler moins efficace car elle est réversible, le fer ferreux non piégé se
réoxyde et est a nouveau chélaté par la Pvdl. Une réversibilité qui n’existerait pas
avec FpvGhiss seule.

- Le complexe FpvGhiss-FpvHstep N'est pas fonctionnel car exprimé dans E. coli ou
parce qu’une des étiquettes (Hiss ou Strep) affecte I'activité de FpvGhiss au sein du

complexe.
A ce stade, il est difficile de conclure concernant cette absence d’activité in vitro du complexe
FpvGhiss-FpVvHstep. Il faudrait dans un premier temps pouvoir tester I'activité d’'un complexe

FpvG-FpvH exprimé dans P. aeruginosa et sans étiquettes Hiss et Strep.
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Nous avons mis en évidence avec le test au TMBZ, la présence d’au moins une molécule
d’héme sur le complexe FpvGriss-FpvHstep. Ceci est confirmé par le spectre d’absorption du
complexe montrant un maximum d’absorbance a 414 nm, caractéristique de la bande de Soret
spécifique aux hémoprotéines ainsi qu’un second pic d’absorbance a 550 nm. Cela conforte

I'hypothése de la présence d’héme associé au complexe FpvGriss-FpVvHstep (Soret, 1883).

La bande révélée sur le gel par le test au TMBZ a la taille de FpvHswep Suggére que cette
derniére peut fixer de 'héme. Cependant, cette bande peut aussi se révéler étre un artéfact
de I'expérience. Une protéine ne fixant pas de 'héme mais interagissant avec le TMBZ a déja
été révélée par cette technique (Miller & Nicholas’, 1984). De plus, I'analyse de la séquence
peptidique de FpvH a l'aide de différentes banques de données (HHPred, Pfam, NCBI-CDD,
PROSITE) montre qu’il n’y a aucun motif ou résidu conservé qui pourraient étre impliqués
dans la fixation d’'une molécule d’héme. La bande révélée par le test au TMBZ a la taille de

FpvGriss fait plus de sens.

De plus, les expériences de co-immunoprécipitation avec des billes d’agarose couplées a de
’'hémine ont montré une liaison de FpvGhiss et du complexe FpvGriss-FpVvHstrep SUr ces billes.
FpvGhiss est donc capable de s’accrocher a 'hémine et le complexe FpvGhiss-FpvHstep S€ lie
certainement sur les billes via linteraction FpvGriss-héme, avec FpvHswep, interagissant
uniquement avec FpvGuiss et non avec les billes. Pour confirmer tout ceci, il faudrait purifier la
protéine FpvG seule et vérifier la présence d’héme par le test au TMBZ, et par un spectre
d’absorption sous forme réduit et oxydé. Il serait intéressant également de pouvoir extraire
I'héme de FpvG afin de le quantifier et déterminer le nombre de molécules d’héme attachées
a FpvG, I'affinité ainsi que le type (héme de type b ou c). La présence de 4 résidus d’histidine
conservés chez FpvG nous permet de suggérer la fixation de deux molécules d’hémes, fixées
chacune par deux résidus d’histidines. L’absence du motif spécifique CxxCH de I'héme c

suggeére qu’un autre type d’héme est lié a FpvG.

La mutation de ces 4 résidus d’histidine conservés de FpvG confirme qu’au moins deux d’entre
eux sont impliqués dans la liaison de I'héme (co-immunoprécipitation) et jouent un role clé
pour l'activité de I'enzyme dans la dissociation du fer de la Pvdl. Il serait intéressant de
construire plusieurs mutants de FpvG avec un seul des résidus mutés a la fois. Ces génes
mutés pourraient étre introduits dans un plasmide d’expression (avec un tag en C-terminal
pour l'immunodétection) pour vérifier (i) la qualité d’expression des mutants et (i) la
dissociation du complexe Pvdl-Fe en présence de fractions membranaires préparées a partir
de souches exprimant ces mutants. De cette fagon, nous pourrions déterminer quels sont les
résidus les plus importants et si les 4 His sont nécessaires pour que FpvG conserve son
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activité. Ces mutations pourront aussi étre générées au niveau du géne fpvG directement dans
le chromosome de P. aeruginosa, afin d’évaluer I'impact de ces mutations sur la dissociation
du fer de la Pvdl in vivo. Les résidus d’histidine pourraient également étre remplacés par
d’autres résidus connus pour lier 'héme (comme des résidus de cystéine et de tyrosine) pour

déterminer si la fonction de FpvG est restaurée lorsqu’elle peut de nouveau fixer de 'héme.

En présence du complexe Pvdl-Fe, le complexe FpvGhiss-FpvHswep Ne s’accroche plus aux
billes d’agarose couplées a des molécules d’héme. La présence simultanée de Pvdl-Fe et
FpvH peut empécher I'exposition du site d’interaction de 'héme du complexe FpvGhiss-
FpvHstwep aux billes. Cela suggére que Pvdl-Fe interagit avec le complexe FpvGhiss-FpVHstrep
méme si aucune dissociation du fer de la Pvdl n’est observée en fluorescence a 447 nm

lorsque le complexe FpvGhiss-FpvHstep €St incubé avec PvdI-Fe (voir ).

Nous avons également observé qu’en exprimant le mutant FpvGmytdans une souche d’E. coll,
nous avions, pour les mémes conditions, moins d’expression qu’avec la protéine FpvG
sauvage et beaucoup de produits de dégradation. La ou les molécule(s) d’héme(s) fixée(s) sur
FpvG semblent importantes pour le repliement et la stabilité de cette protéine. Le
remplacement des 4 résidus His conservés par des résidus Ala ne semble toutefois pas
impacter ni la localisation cellulaire de la protéine puisque le mutant est retrouvé dans les
membranes solubilisées, ni les interactions avec FpvH, FpvJ et FpvC testées en double
hybride bactérien. Ces derniers résultats nous indiquent que les histidines ne sont pas
impliquées dans les interactions protéiques de FpvG et que FpvGm.t adopte surement une
conformation qui doit étre semblable a la protéine FpvG sauvage. Il serait intéressant de
vérifier 'importance de la présence d’héme sur la stabilité de FpvG et son niveau d’expression,
en exprimant la protéine dans une souche d’E. coli S905 (Leong et al., 1982). Cette souche a
la caractéristique d’avoir une délétion du géne hemA codant pour une enzyme de biosynthése
de I’héme. Nous pourrions ainsi suivre I'expression de FpvG et des différents mutants de FpvG
dans une telle souche (Small & O’Brian, 2011). La dissociation in vivo du complexe PvdI-Fe
pourra également étre suivie dans une souche de P. aeruginosa délétée pour un gene de

biosynthése de ’héme.

En conclusion, les différents résultats que nous avons obtenus, indiquent que la réductase
FpvG est une hémoprotéine possédant au moins une molécule d’héme fixée par deux
histidines. Le fer qui est lié & ’héme peut changer d’état d’oxydation entre Fe?* et Fe3*. Ainsi,
les protéines fixant de 'héme fonctionnent comme transporteur d’un seul électron. L’héme lié
a FpvG permet certainement de fournir I'électron nécessaire a la réaction de réduction du fer
permettant la dissociation du fer de la Pvdl ( ). Dans ce scénario, un cofacteur
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apporté par une autre protéine d’'une chaine de transport d’électrons est nécessaire pour la
transition d’état d’'oxydation du fer au sein de la molécule d’héme. On peut supposer que les
protéines FpvH, Fpvd ou FpvK fonctionnent comme une chaine de transport d’électrons,
capable de fixer différents cofacteurs comme par exemple le NAD ou le NADP avec 'héme de
FpvG comme accepteur final d’électron. On peut aussi imaginer que les protéines FpvH, FpvJ
et FpvK sont la pour permettre la formation du complexe FpvGHJCF et permettre ainsi au sein
de ce complexe le passage du fer de la Pvdl a FpvC apres réduction.

D’aprés les résultats obtenus, FpvG est capable de lier le complexe Pvdl-Fe, tout comme le
complexe formé par les deux protéines périplasmiques FpvC-FpvF (Brillet et al., 2012). A ce
stade, il est impossible de savoir avec quelle protéine le complexe Pvdl-Fe interagit en premier
apres son entrée dans le périplasme de la bactérie, FpvG ou le complexe FpvC-FpvF ou

directement le complexe multi-protéique FpvGHJFC.

FpvF-apoPvdlI

PvdI-Fe3*

FpvG FpvH

FpvK

NAD+, NADP+, ... Co facteur

NADH, NADPH, FAD...

Aprés son transport dans le
périplasme, PvdI-Fe est capté sur le
complexe FpvC/F/G/H/J trés
probablement grace a FpvC, FpvF
et FpvG qui peuvent lier le

2,

Réduction du fer ferrique de la Pvdl par
I'action de FpvG. Probablement 'héme
comme donneur d’électron grace au
changement d’oxydation du fer en son
centre, qui pourrait étre médiée par la
réduction de cofacteurs

3.

Aprés réduction du fer, le fer ferreux
nouvellement formé pourrait dans un
premier temps rester sur FpvG avant
d’étre fixé sur FpvC. Notre hypothése
est que les protéines FpvH et FpvJ
maintiennent le complexe et permettent

complexe PvdlI-Fe.

la transition du Fe?* depuis FpvG
jusqua FpvC. L'apo-Pvdl est quant a
elle fixée par FpvF pour étre ensuite
recyclée.

P : Périplasme, M| : Membrane
Interne et C : Cytoplasme. Fe®* est représenté en rouge et Fe?* en bleu.

Un autre aspect a étudier dans I'avenir est la présence de réductases potentielles dans
d’autres voies d’import du fer dépendantes de sidérophores. Il pourrait étre intéressant de
déterminer la présence de molécules d’hémes fixées sur les protéines PiuB, FoxB, AmpO et
PA1909 et leur réle dans la réduction du fer au sein des complexes sidérophore-fer. Des
études sont en cours au laboratoire concernant PiuB et FoxB. Le mécanisme « conservé » de

dissociation de ces complexes sidérophore-fer pourrait en effet faire intervenir une réduction
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par des hémoprotéines comme pour la voie Pvdl avec FpvG. L'existence de ferri-reductase
portant de I'héme a été montrée chez la bactérie symbiotique des légumineuses
Bradyrhizobium japonicum (Small & O’Brian, 2011). Cette bactérie posséde le géne fcrB qui
code pour la protéine membranaire FcrB contenant deux groupements hémes par monomére
et est capable de réduire le Fe** en Fe?. Des résidus d’histidine sont probablement
responsables de la fixation des groupements héme, toutefois les séquences de FcrB et FpvG
ne s’alignent pas. L’existence de ferri-reductase portant des groupements héme est répandue
dans le monde procaryote, mais n’avait encore jamais été décrit comme impliquée dans les

mécanismes de dissociation des complexes sidérophores-fer.
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Chapitre VIII :
Sécrétion de la Pvdl
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Dans ce Chapitre, nous nous sommes intéressés a la sécrétion du sidérophore Pvdl. Nous
savons que ce sidérophore est sécrété partiellement par la pompe a efflux PvdRTOpmQ, dont
les genes sont situés sur le locus Pvd. Cette pompe a efflux sécréte de la Pvdl nouvellement
synthétisée, celle qui vient de transporter du fer dans le périplasme et tout complexe PvdlI-
métal autre que le complexe Pvdl-Fe et ne pouvant pas se dissocier dans le périplasme de la
bactérie (Hannauer et al., 2012a; Hannauer et al., 2010b; Imperi et al., 2009; Yeterian et al.,
2009). Nous savons également que d’autres transporteurs non identifiés sont impliqués dans
la sécrétion de la Pvdl, particulierement dans la sécrétion de la Pvdl nouvellement synthétisée.
En effet, une délétion de la pompe a efflux PvdRTOpmQ n’affecte que Iégérement la sécrétion
de Pvdl. En utilisant une approche de criblage des interactions protéiques de la réductase
FpvG avec le génome de P. aeruginosa, nous avons identifié un potentiel nouveau systéme

de sécrétion de la Pvdl.

a. Recherche de potentiels partenaires de la réductase FpvG

Dans le but d’étudier plus en détails les fonctions et les interactions protéiques de la réductase
FpvG, nous avons utilisé 4 banques de double hybride bactérien construites par Houot et al.
a partir de I'ADN génomique de la souche PAO1 de P. aeruginosa (Houot et al., 2012). Cette
banque est constituée de plasmides appelés « proies » qui contiennent des fragments du
génome de P. aeruginosa PAO1 qui a été digéré de maniére aléatoire. Ces fragments ont été
fusionnés au domaine T18 de l'adénylate cyclase pour construire les plasmides pUT18lib,
pUT18+1lib (cadre de lecture décalé de +1), pUT18+2lib (cadre de lecture décalé de +2) et
pUT18Clib (domaine T18 cloné en amont des fragments). Ces plasmides ont été co-
transformés dans les cellules DHM1 d’E. coli avec les plasmides « appats », pKT25-FpvG ou
pKNT25-FpvG. Les cellules transformées ont ensuite été étalées sur milieu indicateur
contenant du X-Gal. Lorsqu’il y a une interaction entre deux partenaires protéiques exprimés
a partir des plasmides « proies » et « appats » présents dans une méme cellule bactérienne,
il y a reconstitution de I'activité R-galactosidase, dégradation du X-Gal et apparition de clones
bleus. Apres sélection de ces clones bleus, les plasmides « proies » ont été purifiés. Les
séquences de chaque plasmide proie obtenu ont été identifiées par alignement contre la
banque de données de la souche PAO1 de P. aeruginosa (NCBI-BlastP). Au total, 6 fragments

protéiques ont ainsi pu étre identifiés, correspondants aux protéines présentées dans le
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Partenaire potentiel Fonction prédite

PA1669 : IcmF2 Structure du systéme de sécrétion de type VI (H2-
T6SS)

PA1316 Transport MFS de membrane interne

PA1519 Transporteur de membrane interne

PA3747 Cytochrome assembly/Heme Binding
FAD Binding

PA1447 : FliQ Structure du flagelle

PA1832 : SohB Protéase

Les intéractants de FpvG identifiés par ce criblage de banque sont des protéines tronquées
car les plasmides « proies » ne portent que des fragments de génes. Il est donc nécessaire
de valider l'interaction en clonant la protéine entiere dans les vecteurs de double hybride. Les
interactions avec les probables transporteurs de membrane interne PA1316 et PA1519 ont
été validées par double hybride bactérien ( ) et suggérent une interaction entre
ces deux protéines de fonction inconnue et FpvG. Les interactions détectées par le criblage

double hybride entre FpvG et FliQ, PA1832 ou PA3747 n’ont a ce jour pas encore été validées.

Concernant la protéine IcmF2, qui est une protéine de structure appartenant au deuxiéme
systéeme de sécrétion de type VI (H2-T6SS), il nous a été impossible de cloner entierement sa
séquence dans les plasmides de double hybride bactérien pour valider I'interaction avec FpvG.
Nous avons alors utilisé deux clones plasmidiques différents (clones 9 et 21) obtenus par
lintermédiaire d’Eric Durand (LISM, Marseille) et portant uniquement la partie périplasmique
de IcmF2 clonée dans le vecteur pKTM25. Ces plasmides ont été co-transformés avec le
plasmide pUT18C-FpvG et les interactions ont été suivies par mesure de lactivité B-
galactosidase, mais aucune interaction n’a été détectée ( )- Nous avons alors
cloné lcmF2 dans un vecteur d’expression pBAD33 afin de pouvoir le co-exprimer avec
FpvGhiss en lui ajoutant une étiquette Flag en C-terminal (pBAD33-IcmF2ri54). Les conditions
d’expression optimale de la protéine IcmF2r.g ont été déterminées a partir de la souche
TOP10 E. coli afin de pouvoir la co-exprimer avec FpvGhiss. Les fractions membranaires de
bactéries exprimant FpvGhiss, IcmF2rag Ou les deux protéines ont été incubées en présence
de DDM pour solubiliser les protéines, puis incubées avec des billes de Nickel. Apres plusieurs
lavages, les billes ont été récupérées et analysées par immunodétection.

L’analyse des fractions co-immunoprécipitées montre que FpvGiss est retenue sur les billes
de nickel lorsqu’elle est exprimée seule dans les bactéries mais de maniére surprenante pas
lorsque les deux protéines FpvGhiss et IcmF2riag sont exprimées ensemble dans les bactéries

( ). Ces résultats suggeérent qu’'un complexe FpvGhis-lcmF2riag puisse se former
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mais avec |'étiquette His6 de FpvG, la protéine n’est plus accessible pour l'interaction avec les
billes de nickel. Ces résultats ne permettent pas de conclure de maniére rigoureuse qu’une

interaction protéique existe entre FpvG et IcmF2.

A. pKT25 puUT18C
Vide FpvG RetS (T+) vide FpvG RetS
PA1316 Q PA1519
puUT18C O k25| vide
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A. Double hybride bactérien entre FpvG et les deux probables transporteurs
PA1316 et PA1519. Les cellules de DHM1 produisantla protéines FpvG, PA1519 ou PA1316
fusionnées aux domaines T18 et T25 ont été déposées sur milieu LB gélosé contenant du X-Gal. Pour
contrble, les protéines ont été testées contre les plasmides vides et une protéine non reliée a la voie
Pvd (RetS). La couleur bleue signifie que les deux partenaires interagissent. L’expérience a été répétée
3 fois et nous avons choisi une image représentative B. Double hybride bactérien entre FpvG et la
partie périplasmique de IcmF2. Les interactions entre FpvG et la partie périplasmique de icmF2 ont
été quantifiées en mesurant I'activité R-galactosidase. Les barres d’erreur correspondent a I'écart-type
des moyennes (n = 3). C. Vecteurs d’expression de FpvGhise et IcmF2riag et expérience de pull
down avec des billes de Nickel. Les protéines des différentes membranes de cellules d’E. coli
produisant FpvGriss, IcmF2riag ou les deux protéines FpvGriss et IcmF2rag simultanément ont été
solubilisées a I'aide du détergent DDM et incubées avec 50 ul de billes de nickel. Les fractions « Load »
(L, correspondant aux membranes solubilisées), non liées (Unbound, U) et co-immunoprécipitées (IP)
ont été séparées sur gel de polyacrylamide et analysées en immunodétection. Le poids moléculaire, en
KDa, est indiqué sur la gauche des photos.

b. Le H2-T6SS

Le H2-T6SS est I'un des trois systémes de sécrétion de type 6 encodé dans le génome de P.
aeruginosa, possédant une activité anti-bactérienne et anti-eucaryote. Comme les autres
T6SS, il fonctionne comme un nanotube contractile (Bénemann et al., 2010). |l est composé
d'un complexe de membrane interne composé de 3 protéines (dont lcmF2), d’'un socle

membranaire qui fait face au cytoplasme, d’'une structure tubulaire composée de protéines
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Hcp formée dans le cytoplasme, entourée par un « fourreau » composé des protéines de type
VipA et VipB (Cherrak et al., 2019; Cianfanelli et al., 2016). Les protéines VgrG et PAAR
forment a la pointe du tube Hcp une structure qui permet de perforer les membranes cibles
(Cianfanelli et al., 2016). Lorsque VipA et VipB se contractent, le tube Hcp est propulsé, la
membrane cible perforée et les effecteurs sont ainsi sécrétés (Bonemann et al., 2009). Le
T6SS est ensuite désassemblé par I'action d’'une ATPase (Bénemann et al., 2009) (

)-

Cellule cible

, Rl
R AT

w
@ =
ol
ATP ADP+Pi

P. aeruginosa

Stade Contraction Désassemblage
« détendu »

Différents composants du T6SS
ont été renommés pour correspondre aux annotations données dans la littérature pour P. aeruginosa.
Modifié d’aprées (Cianfanelli et al., 2016). ME : Milieu extracellulaire, P : Périplasme et C : Cytoplasme.

Méme si nous n’avons pas réussi a confirmer de maniére rigoureuse l'interaction entre lcmF2
et FpvG, plusieurs indices trouvés dans la littérature montrent que les T6SS sont étroitement
reliés a ’homéostasie du fer. En effet, deux boites Fur ont été identifiées en amont des génes
du H2-T6SS chez P. aeruginosa (Sana et al., 2012). Des expériences de fusion
transcriptionnelle ont montré que ce systéme est exprimé en condition de carence en fer (Sana
et al., 2012). Chez P. tawainensis, dont le génome ne code que pour un seul T6SS, il a été
montré que ce systéme était directement impliqué dans la sécrétion de la Pvdl (Chen et al.,
2016). Chez P. aeruginosa, la délétion de IcmF3 (protéine de structure du H3-T6SS) entraine
une baisse de 50 % de la quantité de Pvdl sécrétée par rapport a une souche sauvage (J. Lin
etal., 2015). Le réle du H3-T6SS dans 'acquisition du fer a également été montré dans I'étude
de Lin en 2017. Le H3-T6SS sécréte la protéine TseF dans le milieu extracellulaire qui est

ensuite incorporée dans les Outer Membrane Vesicles (OMVs) contenant des complexes

-112 -



PQS-Fe**. Les complexes PQS-Fe®** seraient ensuite internalisés dans la cellule par
reconnaissance de TseF avec les transporteurs de membrane externe FptA et OprF (J. Lin et
al., 2017).

Des études ont également montré un lien entre les T6SS chez les bactéries a Gram négatif et
’homéostasie des métaux en général. Par exemple, chez Yersinia pseudotuberculosis, en
condition de stress cellulaire, le T6SS-4 permet la sécrétion d’'une protéine chélatant le zinc,
appelée zincophore. Cette protéine permet a la cellule de récupérer du zinc et de lutter contre
le stress oxydatif par I'action protectrice de Iion Zn?* sur la formation de ROS et d’autres
mécanismes endommageant la cellule (T. Wang et al., 2015). Le T6SS-4 de Burkholderia
thailandensis est impliqué dans I'acquisition du manganése en cas de stress oxydatif (Si et al.,
2017). Enfin, chez P. aeruginosa, le H2-T6SS est impliqué dans la sécrétion d’'une protéine
Azu chélatant le Cu?* dans le milieu extracellulaire et permettant de le ramener a la cellule
(Han et al., 2019). Ces différentes données prouvent que les T6SS participent activement a
’homéostasie des métaux chez les bactéries a Gram négatif.

Le H3-T6SS semble étre indiqué dans la sécrétion de Pvdl (J. Lin et al., 2015), mais les
résultats de la banque de double hybride bactérien avec FpvG nous ont amené a émettre

'hypothése que le H2-T6SS pouvait également étre impliqué dans la sécrétion de la Pvdl.

a. Génération des mutants

Afin d’inactiver le H2-T6SS, nous avons décidé de cibler ClpV2, qui est une ATPase AAA+
dont l'activité est essentielle pour son fonctionnement (Bénemann et al., 2009; Mougous,
2006).

Dans le but de visualiser différents mécanismes, la mutation du géne clpV2 a été générée
dans différentes souches de PAO1 dont certaines possedent déja des génes délétés.

Ces mutants sont décrits dans le . Ainsi, les mutants ou fpvA et fpovB sont délétés
vont nous permettre de suivre spécifiquement la sécrétion de Pvdl nouvellement synthétisée
car I'import de PvdI-Fe a été inactivé. Les mutants délétés de pvdF et pchA vont nous
permettre de suivre le recyclage de la Pvdl car ces souches ne peuvent plus synthétiser le
sidérophore. Enfin, I'effet additif de la délétion de ClpV2 et de la pompe PvdRTOpmQ sera

suivi dans les mutants ou les génes clpV2 et pvdRTopmQ ont été délétés.
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Souches Caractéristiques Référence
P. aeruginosa PAO1 Sauvage Collection du
laboratoire
PAO1AclpV2 Délétion du H2-T6SS Ce travall
PAO1ApvdRTopmQ Délétion de la pompe d’efflux Collection du
(PvdRTOpmQ) laboratoire
PAO1AclpV2ApvdRTopmQ Délétion du H2-T6SS et de la Ce travall
pompe d’efflux
PAO1AfpvAAfpvB Délétions des TBDTs de la Ce travall
Pvd FpvA et FpvB
PAO1AfpvAAfpvBAcipV2 Délétion des TBDTs et du H2- | Ce travail
T6SS-
PAO1AfpvAAfpvBApvdRTopmQ Délétion des TBDTs et de la Ce travall
pompe d’efflux
PAO1AfpvAAfpVvBApvdRTopmQAcipV2 Délétion des TBDTs, de la Ce travall

pompe d’efflux et du H2-T6SS

PAO1ApvdFApchA Délétion des génes de Collection du
biosynthéses de Pvd et Pch laboratoire
PAO1ApvdFApchAAcipV2 Délétion des génes de Ce travall
biosynthéses et H2-T6SS
PAO1ApvdFApchAApvdRTopmQ Délétion des génes de Ce travall
biosynthése et pompe d’efflux
PAO1ApvdFApchAAcipV2ApvdRTopmQ Délétion des génes de Ce travall

biosynthéses, du H2-T6SS et
de la pompe d’efflux

b. Effet de la mutation c/pV2 sur la sécrétion de la Pvdl nouvellement synthétisée

Nous PAO1AfpvAAfpvB,  PAO1AfpvAAfpvBAcipV2,
PAO1AfpVvAAfpvBApvdRTopmQ et PAO1AfpvAAfpvBApvdRTopmQAcip V2 afin d’étudier I'effet

de la mutation de clpV2 sur la sécrétion de la Pvdl nouvellement synthétisée tout en

avons utilisé les souches

s’affranchissant de la Pvdl recyclée. Ces souches sont encore capables de produire la Pvdl
mais ne peuvent plus importer le complexe Pvdl-Fe car les génes fpvA et fpvB codant pour
les TBDTs sont délétés. Ces différentes mutations n’affectent pas significativement la
croissance dans un milieu carencé en fer (milieu CAA) ( ). La production de Pvdl a
également été suivie durant la croissance en mesurant son absorbance a 400 nm et en la
rapportant a la DO a 600 nm. D’'une maniére assez surprenante, I'absorbance a 400 nm du
mutant AfpvAAfpvBAcipV2 est Iégérement plus élevée que les autres. La production de Pvdl
des souches AfpvABApvdRTopmQ et AfpvAB ApvdRTopmQAclpV2 est quant a elle
Iégérement plus faible que celle de AfpvAAfpvB. D’aprés ces premiers résultats, la mutation

de clpV2 n’affecte pas la production de la Pvdl.
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Les
cellules ont été cultivées et carencées en milieu CAA puis déposées en plaque 96 puits a une DOsoo nm
de 0,01. La croissance bactérienne a été suivie en mesurant la DO a 600 nmsur 24 h a 30°C en lecteur
microplaque (graphique de gauche). La production de la Pvdl a été suivie en mesurant I'absorbance a
400 nm qui caractérise ce sidérophore et rapportée a la DOsoo nm (graphique de droite).

Nous avons également mesuré la fluorescence dans le surnageant de culture aprés
croissance en milieu carencé en fer (CAA) a 30°C ou 37°C dans des Falcon de 50 mL afin d’y
détecter la Pvdl. Aprés 5 h, 7 h et 15 h de culture, les bactéries ont été culotées et la
fluorescence a 447 nm a été mesurée dans le surnageant cellulaire ( ). Dans les
deux conditions, 30°C ou 37°C, aprés 5 h de croissance, la fluorescence dans le surnageant
de la culture de AfpvAAfpvBAclpV2 n’est pas significativement différente de celle mesurée
dans le surnageant de la souche AfpvAAfpvB. La fluorescence mesurée dans le surnageant
de la souche AfpvAAfpvBApvdRTopmQ est significativement plus faible que celle mesurée
dans la souche AfpvAAfpvB et AfpvAAfpvBAclpV2. Cependant, nous n'avons pas observé
d’'effet additif avec le mutant AfpvAAfpvBApvdRTopmQAclpV2 délété pour la pompe
pvdRTopmQ et clpV2. Ainsi, la baisse de fluorescence observée pour ces souches est due
uniquement a la délétion de la pompe a efflux pvdRTopmQ et non a la délétion clpV2.

Aprés 7 h de culture, plus aucune baisse de fluorescence n’est observée pour aucune des
deux délétions a 30°C. Par contre, on observe encore une diminution de la fluorescence a
37°C ( ). Aprés 15 h de culture, les cellules comportant la mutation pvdRTopmQ
présentaient en culture liquide des valeurs de croissance beaucoup trop faibles et les mesures
de Pvdl n'ont de ce ne fait pas été réalisées. La délétion de pvdRTopmQ pourrait devenir

toxique aprés un certain temps pour les bactéries lors d’'une culture en Falcon 50 mL.
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Ces données indiquent que la délétion de clpV2 n’a aucun effet sur la quantité de Pvdl
sécrétée dans le milieu extracellulaire des souches PAO1AfpvAAfpvBAcipV2 et
PAO1AfpvAAfpvBApvdRTopmQAcIpV2. Le H2-T6SS ne semble pas étre impliqué dans la

sécrétion de la Pvdl.
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Les souches PAO1AfpvAAfpvB,
PAO1AfpvAAfpvBAcipV2, PAO1AfpVvAAfpvBApvdRTopmQ et PAO1AfpvAAfpvBApvdRTopmQAcipV2
ont été cultivées en milieu CAA, reprises dans ce méme milieu a une DO a 600 nm de 0,1. Aprés 5 h
de culture a 30°C (A) ou 37°C (B) les bactéries ont été centrifugées et la fluorescence de la Pvdl a 447
nm mesurée au lecteur de microplaques TECAN (excitation 400 nm). Aprés 7 h de culture a 30°C (C)
ou 37°C (D) les bactéries ont été centrifugées et la fluorescence de la Pvdl a 447 nm mesurée au lecteur
de microplaque TECAN (excitation 400 nm). Les barres d'erreurs représentent |'écart-type des
moyennes (n = 4). L’astérisque indique une différence statistiquement significative (*p<0,05) par rapport
a la souche PAO1AfpvAAfpvB déterminée avec le test Kruskal-Wallis ajusté avec la méthode Bonferrini.
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c. Effet de la mutation c/pV2 sur ’'accumulation de fluorescence dans le
périplasme de P. aeruginosa

L’article d’Hannauer et al., a montré I'implication de la pompe a efflux PvdRTOpmQ dans la
sécrétion de la Pvdl. En effet, ils ont démontré une forte accumulation de Pvdl dans le
périplasme de leur mutant (Hannauer et al., 2010b). Nous avons répété cette expérience avec
le mutant clpV2. Des sphéroplastes ont été préparés a partir des souches PAO1 (souche
sauvage), ApvdRTopmQ), AclpV2 et AclpV2ApvdRTopmQ cultivées en milieu CAA durant 5 h
a 30°C. Les fractions périplasmiques et cytoplasmiques ont ensuite été isolées. La
fluorescence a 447 nm a été mesurée dans les deux compartiments cellulaires des mutants
( )-

Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la délétion de clpV2 n’entrainait pas
d’accumulation de fluorescence dans le périplasme comme observée pour le mutant
ApvdRTopmQ. De plus, la fluorescence dans le périplasme du double mutant
AclpV2ApvdRTopmQ est la méme que dans le simple mutant ApvdRTopmQ. Aucun effet
additif n’a été observé avec la mutation de clpV2. Nous avons ensuite visualisé les cellules en
microscopie de fluorescence avec un filtre permettant I'excitation de la Pvdl. Nous avons
observé les cellules dont le contour est fluorescent (correspondant a la Pvdl accumulée dans
le périplasme) uniquement pour les souches délétées de la pompe d’efflux. Le simple mutant
AclpV2 et la souche PAO1 sont difficlement visibles en fluorescence puisqu’il n’'y a pas
suffisamment de Pvdl accumulée dans le périplasme. Ces données de microscopie confirment

les résultats de fractionnement cellulaire.
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A. Fractionnement cellulaire.
Apres 5 h de croissance en milieu CAA, les cellules (PAO1 (souche sauvage), ApvdRTopmQ, AclpV2
etAclpV2ApvdRTopmQ) sont récupérées par centrifugation et les fractions périplasmiques et
cytoplasmiques sont isolées comme décrit dans le Matériel et Méthodes. La fluorescence des
différentes fractions est mesurée au lecteur de microplaque (Excitation & 400 nm, Emission & 447 nm).
Les barres d’erreur correspondent a l'écart-type de la moyenne (n = 3). B. Microscopie de
fluorescence. Les cellules ont été déposées sur lame de CAA-Agarose et observées au grossissement
X100. Le filtre d’excitation de la fluorescence BV-2A (Excitation 400-440 nm) a été utilisé pour visualiser
la fluorescence liée a la Pvdl. La barre blanche représente environ 2 um.

d. Effet de la mutation c/pV2 sur le recyclage de la Pvdl.

Nous avons utilisé des souches incapables de synthétiser les sidérophores Pvdl et Pch
(ApvdFApchA) afin de suivre le recyclage de la Pvdl. Ces mutations affectent deux génes
codant pour les enzymes de biosynthése de ces sidérophores. La croissance des souches

n’est pas impactée par les mutations apportées ( ).

Nous avons ensuite utilisé un protocole décrit par notre équipe pour visualiser le recyclage de
la Pvdl ayant transporté du fer a I'intérieur de la bactérie (Schalk et al., 2002; Yeterian et al.,
2009). Les souches ApvdFApchA, ApvdFApchAAcipV2, ApvdFApchAApvdRTopmQ et
ApvdFApchAApvdRTopmQAcIpV2 ont été cultivées en milieu CAA, centrifugées puis diluées
a une DOegoo nm de 1 en présence de 1 uM de complexe PvdI-Fe. A différents temps, un aliquot
a été récupéré, les cellules ont été culotées et la fluorescence correspondant a la Pvdl
mesurée dans le surnageant ( ). On observe, pour le mutant ApvdFApchA, une
augmentation de fluorescence en fonction du temps, c’est-a-dire un recyclage de la Pvdl
(Yeterian et al., 2009). Ce recyclage est affecté négativement chez le mutant pvdRTopmQ car
on observe une fluorescence amoindrie dans le milieu extracellulaire. Ce résultat confirme le
réle clé de la pompe PvdRTOpmQ dans le recyclage de la Pvdl observé précédemment
(Yeterian et al., 2009). La délétion de clpV2 entraine une faible inhibition de la fluorescence
retrouvée dans le milieu extracellulaire pour les souches ApvdFApchAAcipV2 et
ApvdFApchAAcipV2ApvdRTopmQ compareé aux souches ApvdFApchA et
ApvdFApchAApvdRTopmQ. Cependant, les tests statistiques réalisés indiquent
malheureusement que cette différence n’est pas significative. En conséquence, il est difficile
de conclure de maniére positive quant a I'implication du H2-T6SS dans le recyclage de la Pvdl

ayant transporté du fer chez P. aeruginosa.
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Croissance des souches ApvdFApchA, ApvdFApchAAcipV2, ApvdFApchAApvdRTopmQ et
ApvdFApchAApvdRTopmQAcIpV2. Les cellules ont été cultivées en milieu CAA puis déposées en
plaque 96 puits a une DOsoo nm de 0,01 avec ou sans incubation de 10 yM de Pvdl La croissance
bactérienne a été suivie en mesurant la DO a 600 nm sur 24 h a 30°C en lecteur microplaques. B.
Recyclage de la Pvdl aprés transport du fer dans la bactérie. Les cellules ont été cultivées en milieu
CAA puis reprises dans du tampons Tris-HCI, pH 8.0 et incubées en présence de 1 uM de PvdI-Fe a
30°C. Aprés 15, 30 ou 60 min d’incubation, un aliquot est récupéré, les cellules sont culotées et la
fluorescence a 447 nm mesurée. Les tests statistiques a t = 15 min et t = 30 min ont été réalisés avec
le test t de Welch (p<0.05) en comparant les données obtenues avec les mutants a la souche
ApvdFApchA et a t = 60 min avec le test de Kruskal-Wallis ajusté avec la méthode Bonferroni (p<0.01),
en comparant les données des mutants a la souche ApvdFApchA. Les barres d’erreurs représentent

I'écart-type des moyennes (n = 4).

-119 -



e. Tests de sécrétion de Pvd dans des cellules cibles.

Le H2-T6SS est un systéme permettant I'injection d’effecteurs directement dans des cellules
cibles, aussi bien procaryotes qu’eucaryotes. Ainsi, I'expression du H2-T6SS n’est peut-étre
pas aussi forte en culture planctonique qu’en conditions d’infection, ou les cellules cibles sont
présentes et induisent I'expression du systéme. De ce fait, nous avons essayé de mesurer
une éventuelle accumulation de Pvdl d’'une part dans des cellules épithéliales dans le cadre
d’un systeme d’infection et d’autre part dans des cellules d’E. coli lorsque les deux espéces

bactériennes sont incubées ensemble.

1. Test d’infection avec les cellules épithéliales A549

Les tests d’infection que nous utilisons au laboratoire sont réalisés avec la lignée cellulaire
épithéliales humaine de carcinome pulmonaire A549. Ces cellules sont notamment
sélectionnées car elles ont les mémes caractéristiques morphologiques et biochimiques que
les pneumocytes de poumons humains non endommagés. Ces cellules A549 ont été infectées
par les souches de P. aeruginosa PAO1, AclpV2, AclpV2ApvdRTopmQ ainsi que la souche
non productrice de sidérophores ApvdFpchA. Les bactéries ont été cultivées au préalable en
milieu carencées en fer (CAA), récupérées en phase exponentielle de croissance et incubées
en présence des cellules A549 (Multiplicity Of Infection de 50) en milieu RPMI. Aprés 3 h
d’infection & 37°C sous 5 % CO., les cellules eucaryotes ont été récupérées par centrifugation
a trés basse vitesse, et la fluorescence mesurée a 447 nm (excitation a 400 nm) ( ).
Il estintéressant de remarquer qu’une forte fluorescence est associée aux cellules épithéliales
en présence de bactéries produisant de la Pvdl (PAO1, Aclpv2 et Aclpv2ApvdRTopmQ). Cette
fluorescence est absente lorsque les cellules eucaryotes sont en présence de bactéries non
productrices de Pvdl (ApvdFApchA). Ce résultat permet de conclure que la fluorescence
observée et associée aux cellules A549 est effectivement liée a la production de Pvdl.

Il est cependant impossible dans nos conditions expérimentales de distinguer la provenance
de cette fluorescence. En effet, les observations pourraient provenir de molécules de Pvdl
associées aux membranes des cellules épithéliales ou ayant directement pénétré dans ces
cellules. De plus la fluorescence pourrait étre corrélée également a la présence de bactéries
productrices de Pvdl liées aux cellules épithéliales.

Cette fluorescence n’est pas diminuée en présence de bactéries dont le géne clpV2 a été
délété, indiquant qu’elle n’est pas le résultat d’'une injection de Pvdl par le H2-T6SS dans les
cellules A549. En revanche, la délétion de la pompe pvdRTopmQ affecte Iégérement cette
fluorescence (baisse de 12 %). Sachant que des bactéries mutées pour la pompe pvdRTopmQ
sont nettement plus fluorescentes que les bactéries PAO1 ( ), l'absence

d’augmentation de fluorescence des cellules A549 en présence de AclpV2ApvdRTopmQ
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indique que cette fluorescence associée aux cellules A549 est au moins partiellement due a
de la Pvdl sécrétée. En effet, une variation de fluorescence qui serait la conséquence de
bactéries associées aux cellules épithéliales aurait d0 donner une augmentation de
fluorescence pour un mutant de la pompe pvdRTopmQ. Cette baisse de fluorescence indique
que la fluorescence associée aux cellules A459 est corrélée a la Pvdl sécrétée partiellement

par PvdRTOpmQ, mais que d’autres systémes de sécrétion interviennent aussi.
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Fluorescence (Exc. 400 nm/Em. 447)/DOgyo NM

Les cellules de P. aeruginosa (PAO1, Aclpv2, Aclpv2ApvdRTopmQ et ApvdFpchA) ont été
cultivées en milieu CAA jusqu'a OD a 600 nm de 0,4 - 0,6. Les suspensions bactériennes a 5 x 106 CFU
sont ensuite incubées avec les cellules A549 durant 3 h a 37°C, 5 % CO:a.. Les cellules sont ensuite
lavées et centrifugées a basse vitesse. Les culots de cellules épithéliales sont récupérés et repris dans
du PBS. La fluorescence est ensuite mesurée en lecteur de microplaques a 447 nm (excitation a 400
nm). Les barres d’erreurs représentent I'écart-type des moyennes (n = 3).

2. P. aeruginosa incubée avec des cellules d’E. coli

Nous avons également essayé de voir, lorsque P. aeruginosa PAO1 était en présence d’E.
coli, si de la fluorescence liée a la Pvdl s’accumulait dans cette derniére. Afin de pouvoir
distinguer les cellules d’E. coli de celles de P. aeruginosa, nous avons utilisé une souche d’E.
coli exprimant a partir d’'un plasmide la protéine mCherry de maniére constitutionnelle (E. coli-
mCherry). L’émission de fluorescence de la Pvdl a 447 nm ne devrait pas étre masquée car
le maximum d’émission de fluorescence de la protéine mCherry est a 610 nm. Les souches
de P. aeruginosa ont été cultivées dans du milieu CAA, et la souche d’E. coli dans le milieu
CAA additionné de glycérol afin d’améliorer sa croissance. Les cellules de P. aeruginosa et E.
coli-mCherry ont ensuite été mélangées pendant 30 minutes pour permettre le contact entre
les deux espéces bactériennes. Le mélange a été déposé sur lame d’agarose et analysé en
microscopie de fluorescence ( ). La localisation des cellules d’E. coli a été
visualisée avec un filtre TRITC-A (Excitation 543 nm / Emission 569.5-730 nm). Afin de bien
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visualiser la fluorescence de la Pvdl dans la souche PAO1 qui est trés peu visible car il y a
peu d’accumulation de la Pvdl (voir ), le contraste de I'image a été retouchée via
le logiciel imaged ce qui rend le fond de I'image trés bleutée avec une moins bonne qualité
( )

Lorsque les deux images sont superposées, nous n’avons pas observé de colocalisation
évidente de fluorescence liée a la Pvdl et de fluorescence liée a la présence d'une souche
d’E. coli (hormis certaines cellules de P. aeruginosa et d’E. coli qui se chevauchent a certains
endroit). Soit aucune Pvdl n’est injectée dans les cellules d’E. coli soit la quantité injectée ne
permet pas de la visualiser par cette approche de microcopie de fluorescence. En
conséquence, nous n’avons pas pu verifier si le H2-T6SS pouvait injecter de la Pvdl dans les
cellules d’E. coli. Pour suivre un tel mécanisme biologique il aurait fallu travailler en systéme
micro fluidique et en microcopie de fluorescence a haute résolution. Mais méme dans ces
conditions, il faudrait qu’une quantité suffisante de Pvdl soit injectée dans les cellules d’E. coli
pour étre visualisée.

PAO1

Lumiére blanche mCherry

Pvdl Superposition mCherry/Pvdl

Les cellules de P.
aeruginosa ont été cultivées en CAA a 37°C et les cellules d’E. coli-mCherry en CAA en présence de
5 % de glycérol a 37°C. Aprés une culture sur la nuit, les cellules sont lavées, reprises dans du milieu
frais @ DO a 600 nm comprise entre 18-22. Un volume égal de suspension des deux bactéries a été
récupéré et mélangé. Le mélange est incubé a température ambiante, sans agitation, pour éviter de
perturber les contacts entre cellules. Aprés 30 min, 5 pl de mélange sont déposés sur lame de CAA-
Agarose et observés au grossissement X100 sur le microscope Nikon 50i (Objectif : CFI Achroplan
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100x). Le filtre d’excitation de la fluorescence BV-2A (Excitation 400- 440 nm) a été utilisé pour visualiser
la fluorescence liée a I'apo-Pvdl. Le filtre TRITC-A (Excitation 543 nm / emission 593 + 40 nm) a été
appliqué pour visualiser la fluorescence liée a la protéine mCherry. La superposition des images a été
réalisée avec le logiciel ImageJ. La barre blanche représente (environ) 5 ym sur les images.

Les différentes manipulations réalisées afin de tester la sécrétion de Pvdl par le H2-T6SS de
P. aeruginosa n'ont malheureusement pas été concluantes dans nos conditions

expérimentales.

Nous avons identifié la protéine IcmF2 comme un potentiel partenaire de la réductase FpvG
par criblage en double hybride bactérien d’'une banque d’ADN génomique de P. aeruginosa.
L’interaction entre IlcmF2 et FpvG n’a pas pu étre validée malgré plusieurs tentatives.
L’absence d’interaction lorsque nous co-exprimons FpvG et la partie périplasmique de IcmF2
peut avoir deux explications. La premiére étant que FpvG interagit bien avec IcmF2 mais pas
par le domaine périplasmique de cette dernieére. L’autre possibilité est une absence totale
d’interaction entre ces deux protéines. En effet, une interaction détectée en double hybride
n’implique pas toujours que cette interaction existe dans la cellule in vivo. Le résultat obtenu

en double hybride bactérien entre FpvG et IcmF2 est peut-étre un faux positif.

Par ailleurs, les résultats que nous avons obtenu sur I'impact de la délétion de clpV2 sur la
sécrétion de la Pvdl nouvellement synthétisée et le recyclage de la Pvdl ayant transporté du
fer dans les cellules de P. aeruginosa n'ont pas permis de conclure quant a I'implication du
H2-T6SS dans la sécrétion de la Pvdl. L’absence de clpV2 n’entraine pas moins de recyclage
ou de sécrétion de Pvdl, ce qui nous indique que le H2-T6SS ne semble pas impliqué dans ce
mécanisme.

Nous avons également évalué la sécrétion de la Pvdl directement dans des cellules
eucaryotes ou procaryotes mais sans plus de succés. Aucun effet di a la délétion du géne
clpV2 n’'a été visualisé avec les cellules A549. Dans nos conditions, le H2-T6SS ne joue pas
non plus de réle dans la sécrétion du sidérophore dans les cellules A549. La translocation de
Pvdl dans un organisme eucaryote a déja été visualisée chez le modéle Caenorhabditis
elegans (Kang et al., 2018; Kirienko et al., 2015). Cependant, aucune information sur la
sécrétion n’est donnée car les expériences sont réalisées directement avec de la Pvdl purifiée.
Il est donc intéressant de savoir que la Pvdl peut étre sécrétée directement dans des cellules
cibles.

Concernant les cellules d’E. coli, a ce jour et a ma connaissance, aucun résultat de
translocation de Pvdl dans des cellules d’E. coli n'a été reporté dans la littérature. Ce

mécanisme pourrait tout simplement ne pas se produire. Par ailleurs, la méthode employée
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en imagerie de fluorescence manque clairement de sensibilité et la quantité de Pvdl injectée
par H2-T6SS dans les cellules d’E. coli pourrait étre bien trop faible pour étre visualisée. Notre
microscope n’a également pas la sensibilité nécessaire pour ce genre d’expérience.
L’ensemble de ces données ameénent a la conclusion que le H2-T6SS ne joue pas de réle

dans la sécrétion de la Pvdl.

Un élément important a souligner est qu’il nous a été impossible de vérifier 'absence totale
d’activité du H2-T6SS dans les différents mutant ou clpV2 a été délété. Pour cela, il aurait fallu
vérifier 'absence de sécrétion des effecteurs du H2-T6SS comme PIdA, PIdB ou encore
VgrG2b chez les mutants pour clpv2 (Sana et al., 2015; Wettstadt et al., 2019). L’activité du
H2-T6SS aurait pu également étre contrblée en vérifiant 'absence d’expression de Hcp2 dans
le surnageant. Nous ne possédions malheureusement pas les anticorps adéquats afin de
vérifier ce point. La régulation de I'expression des T6SS chez P. aeruginosa est complexe et
n’est pas encore totalement comprise a ce jour. Il apparait que la protéine régulatrice RsmA
est un regulateur négatif des trois T6SSs tandis qu’un autre régulateur AmrZ régule de
maniére positive le H1-T6SS et le H3-T6SS et négativement le H2-T6SS (Allsopp et al., 2017).
Ainsi, il aurait peut-étre été intéressant de travailler dans un mutant ArsmA afin de lever la
répression et pouvoir comparer la sécrétion de la Pvdl chez un mutant ArsmA et
ArsmAAcipV2 ; quand bien méme différentes données présentes dans la littérature sur le H2-

T6SS ont été obtenues avec des souches simplement délétées de clpV2.

Une étude plus récente a fait part de l'importance des conditions de culture utilisées en
laboratoire dans la régulation par le fer du H2-T6SS (Brewer et al., 2019). Nous incubons
classiqguement les bactéries a une température donnée dans un milieu oxygéné sous agitation,
ce qui n’est pas forcément représentatif des conditions d’infections. L’étude de Brewer et al. a
non seulement démontré que la réponse au fer de I'expression du H2-T6SS était médiée par
les petits ARN PrrF mais a également montré que cet effet était promut dans des conditions
de croissance sessile, sans agitation. Ces données sont cohérentes avec I'observation d’'une
induction des T6SSs en conditions de biofilm. Ainsi, afin de montrer la sécrétion du
sidérophore Pvdl par ce systéme de sécrétion, il serait intéressant de revoir la sécrétion de la

Pvdl dans un systéme de culture en biofilm.

D’apres la littérature le H3-T6SS semble impliqué dans la sécrétion de la Pvdl (Lin et al., 2015),
mais n’est probablement pas le seul en plus de PvdRT-OpmQ (Hannauer et al., 2010b).
D’autres systémes sont potentiellement aussi impliqués et certains de ces systémes doivent
permettre l'injection directement dans des cellules cibles. La perspective directe de ces
expériences est de construire une souche délétée de clpV3 et de regarder la sécrétion de
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Pvdl. Il sera important de cumuler les délétions et de construire une souche ou les trois T6SSs
de P. aeruginosa sont délétés. Par ailleurs, les interactions de FpvG avec PA1316 et PA1519,
deux protéines annotées comme transporteurs probables et prédites pour étre localisées sur
la membrane interne, représentent également une piste a envisager afin d’identifier des
nouveaux transporteurs de la Pvdl. Le rble de ces deux protéines, ainsi que leur implication

dans des mécanismes physiologiques de la cellule sont encore inconnus.
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Partie lll :

Conclusion générale
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L’import du fer par le sidérophore Pvdl est la voie d’assimilation du fer chez P. aeruginosa qui
a été le plus étudiée. Bien que de nombreuses questions subsistent, c’est aussi la voie dont
on connait le mieux les mécanismes moléculaires impliqués. De maniere générale, la plupart
des protéines impliquées dans I'import du fer par la Pvdl ont été identifiées, ce qui n’est pas
le cas de la voie Pch ou des voies utilisant des sidérophores exogénes. La voie Pvdl implique
un grand nombre de génes, certains impliqués dans la biosynthése du sidérophore, d’autres
dans I'import du fer par le sidérophore et d’autres, moins nombreux, dans la régulation. Aucune

autre voie d’acquisition du fer chez des bactéries connue a ce jour n’implique autant de génes.

Durant cette thése, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires impliqués
dans la dissociation du fer de la Pvdl dans le périplasme de P. aeruginosa. Ce mécanisme a
été principalement étudié dans notre équipe et les premiéres études remontent a 2002. Notre
équipe avait mis en évidence que ce processus n’impliquait aucune modification chimique du
sidérophore et que la Pvdl était recyclée afin d’entamer un nouveau cycle de transport du fer
(Schalk et al., 2002). En 2007, I'’équipe a montré qu’une réduction du fer était impliquée dans
ce processus de dissociation localisé dans le périplasme de P. aeruginosa (Greenwald et al.,
2007). L’identification des différents acteurs protéiques participant a ce mécanisme est plus
récente. D’abord une premiére étude du laboratoire a montré que le transporteur ABC
composé de la perméase FpvD, de 'ATPase FpvE et des deux protéines périplasmiques FpvC
et FpvF, est impliqué dans ce processus (Brillet et al., 2012). Dans cette méme étude, il a été
démontré que les deux protéines périplasmiques FpvC et FpvF interagissent ensemble et sont
capables de fixer le complexe Pvdl-Fe aprés sa translocation a travers la membrane externe
(Brillet et al., 2012). Une étude structurale plus récente a montré que FpvC est un chélateur
du fer ferreux et la structure du complexe FpvC-Fe?* a été résolue (Vigouroux et al., 2020).
D’autres acteurs, FpvGHJK, ont été identifiés encore plus réecemment (Ganne et al., 2017). La
protéine FpvG a été identifiee comme étant la réductase du fer permettant sa dissociation du
sidérophore et les protéines FpvHJK, de fonctions inconnues, ont montré également un role

dans ce processus.

Pour mieux comprendre le role de toutes ces protéines durant la dissociation du fer de la Pvdl,
nous avons entrepris durant cette thése une étude des interactions protéiques utilisant le
double hybride bactérien. Cette approche a permis de mettre en évidence I'existence d'un
complexe composé des deux protéines membranaires FpvG et FpvH et de trois protéines
périplasmiques FpvdJ, FpvF et FpvC ( ). C’est la premiére fois qu’un tel complexe
faisant intervenir des protéines membranaires et périplasmiques et impliqué dans un
mécanisme de dissociation de fer d’'un sidérophore est décrit chez une bactérie. Ce complexe
a au minimum une taille de 138,8 KDa (théorique) si seulement une copie de chaque protéine
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y est présente. Mais on sait que le complexe FpvC-FpvF peut se trouver aussi sous la forme
d’un tétramere FpvC,-FpvF. avec un dimére pour chaque protéine (Brillet et al., 2012). De plus
nous avons aussi montré durant cette thése que FpvG dimérise ou méme mutimérise. Il y a
donc de fortes chances que ce complexe soit de taille plus importante si certaines protéines
sont présentes en plusieurs copies. Ce complexe doit exister chez d’autres Pseudomonas

fluorescents vu que ces protéines sont conservées.

C’est au sein de ce complexe que
se fait la réduction du fer et le transfert du fer de la Pvdl sur
FpvC. La Pvdl se lie ou reste liée a FpvF. P : périplasme, C :
cytoplasme.

C FpvG, FpvH

Réductase

Complexe protéique

Un aspect qui n’a pas pu étre étudié au cours de cette thése est le rle exact de FpvH, FpvJ
et FpvK. L’étude de la protéine FpvK s’est avérée compliquée car nous avons tenté a plusieurs
reprises de la cloner et de la surexprimer dans E. coli, sans succés. De plus, nous n'avons
pas réussi a identifier les partenaires protéiques de FpvK par double hybride bactérien. Cette
protéine interagit certainement avec le complexe FpvGHJCF mais nous n’avons pas réussi a
le démontrer.

Nous avons réussi a exprimer FpvH et FpvJ chez E. coli. Ces protéines sont importantes pour
une dissociation optimale du fer de la Pvdl par FpvG (Ganne et al., 2017), mais leur réle exact
reste inconnu. Ce rdle peut étre fonctionnel ou structural au sein du complexe multi-protéique
FpvGHJFC. L'étude de la fonction des protéines dont les séquences nucléotidiques ou
peptidiques n’offrent pas d’indice reste un challenge. L’étude structurale de FpvG-FpvH est
une perspective prometteuse afin d’avoir des informations sur le réle de la protéine FpvH dans
le mécanisme de dissociation du fer de la Pvdl. Au cours de cette thése, nous avons réussi a
purifier la protéine FpvdJ, mais nous n’avons pas encore pu aller plus loin dans I'étude de cette
protéine. L’obtention de cette protéine purifiée semble étre un bon départ pour I'étude de son
réle, de sa capacité a lier des cofacteurs ou a lier le Fe?*. Des études structurales pourraient
également étre envisagées.

Au laboratoire, nous savons donc purifier le complexe FpvG-FpvH ainsi que les protéines
FpvC, FpvF, Fpvd. Il serait intéressant d’essayer de reconstituer le complexe FpvGHJCF in

vitro et d’étudier sa capacité a dissocier le fer de la Pvdl. Si le complexe reconstitué est
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suffisamment stable et homogéne, une étude structurale par microscopie électronique pourrait

aussi étre envisagee.

Les différents résultats obtenus au cours de ces travaux sur I'analyse des interactions
protéiques et de la dissociation de PvdI-Fe nous permettent d’affiner le modéle de dissociation
du fer de la Pvdl ( ):

(i) Un complexe ancré dans la membrane interne se forme entre les protéines
FpvC/FpvF/FpvG/FpvH/Fpvd en présence ou absence de PvdI-Fe. Les interactions
protéiques entre FpvC, FpvF et FpvG permettent probablement une orientation et
une conformation optimale de Pvdl-Fe pour la réduction par FpvG. La formation de
ce complexe protéique doit empécher également que PvdI-Fe diffuse librement
dans le périplasme. A ce stade, on ne sait finalement pas quelle est la premiére
protéine impliquée dans la fixation de PvdI-Fe aprés son import dans le périplasme
par les transporteurs de membrane externe FpvA et FpvB. Il n'est pas clair
également si la PvdI-ferrique au sein de ce complexe se lie directement a FpvG. Si
c’est le cas, il est nécessaire d’identifier les sites de liaison de Fe?* ou de PvdI-Fe
sur FpvG. On peut également imaginer que le complexe PvdlI-Fe est plutét associé
aux protéines FpvF-FpvC dans le périplasme bactérien en attendant d’interagir
avec la réductase FpvG pour la réduction du fer (modéle proposé avant ces
travaux).

(i) FpvG est une hémoprotéine possédant au moins une molécule d’héme, qui permet
probablement I'apport d’électrons nécessaires a la réduction du Fe** lié¢ a la Pvdl
pour la dissociation. La protéine FpvC chélaterait ensuite via 6 résidus d’histidine
le Fe** généré (Vigouroux et al., 2020). Quatre résidus d’histidine conservés ont
également été identifiés chez FpvG. La mutation des quatre résidus d’histidine
abolit I'activité de FpvG. Il serait important de vérifier 'importance de chacune de
ces histidines indépendamment. Au moins deux de ces quatre résidus, et peut étre
les quatre, sont probablement responsables de la fixation d’'une ou deux molécules
d’héme sur FpvG. On peut également imaginer que deux des histidines sont
impliquées dans la liaison d’'une molécule d’héme et les deux autres dans la liaison
du complexe PvdI-Fe.

(iii) Les protéines Fpvd et FpvH pourraient jouer un réle dans la stabilisation du
complexe FpvGHJFC et intervenir dans le transfert de Fe?* sur FpvC et de I'apo-
Pvdl sur FpvF. Ces protéines pourraient autrement étre impliquées dans la fixation
de cofacteurs de type NAD ou NADP, nécessaires pour le transfert d’électrons.

(iv) La protéine périplasmique FpvF, capable de lier la Pvdl-Fe et I'apo Pvdl, interagit
avec la protéine PvdT appartenant a la pompe d’efflux PvdRTOpmQ. FpvF
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participe donc activement au recyclage de I'apo-Pvdl. Le mécanisme de transfert
de la Pvdl depuis la protéine FpvF jusqu’a la pompe a efflux PvdRTOpmQ est a
déterminer.

(v) P. aeruginosa encode dans son génome d’autres probables réductases
homologues a FpvG et ayant des résidus d’histidine conservés. Cela est
encourageant pour l'identification des réductases impliquées dans la dissociation

des autres complexes sidérophores-fer.

Pvdl-Fe3* o) F

— 44 Q apo-Pvdl
FpvA/B ‘]’
/e

Pvdi-Fe M (i) '
. o L@
A "m::::.mqEF"".:::::::::: J:::::::

C

9000/000006608000800000000000000008000000000000900000000000000000000000000000000000, 0000000000000008¢¢ 100000000800
000060000060000¢60600600060060000000000000000000000000000000000000000000000060000006000000000000008¢1

-Fe?* (iv)

FpvG, FpvH  FpvK PvdRTOpmQ

Réductase (iii)

%
(i) O Fe?

. Le texte
ci-dessus résume les différentes étapes dissociées par points (i), (ii), (iii) et (iv). P : périplasme, C:
cytoplasme, ME : milieu extracellulaire.

Durant cette thése, la sécrétion de Pvdl a aussi été étudiée dans le but de découvrir de
nouveaux systémes protéiques impliqués dans I'excrétion de ce sidérophore. Notre étude s’est
focalisée sur le H2-T6SS suite au criblage d’interactions avec FpvG qui a révélé que la protéine
IcmF2, appartenant au H2-T6SS, était un potentiel partenaire de cette réductase. Par
différentes approches nous avons étudié cette possible implication du H2-T6SS dans la
sécrétion de la Pvdl mais sans succeés. Toutes les études réalisées durant cette thése ou
précédemment démontrent que d’autres systémes que la pompe a efflux PvdRTOpmQ sont
impliqués dans la sécrétion de la Pvdl. Il serait intéressant de vérifier si le H1 et H3-T6SS et
les deux transporteurs codés par les génes PA1316 et PA1519 qui interagissent avec FpvG
sont impliqués. Par ailleurs, P. aeruginosa posséde dans son génome de nombreux génes
codant pour des systémes a efflux qui pourraient potentiellement prendre le relais lorsque
PvdRTOpmQ est absent. L’identification de ces autres systémes d’efflux reste compliquée car
il faudrait successivement déleter les génes d’intéréts avec le risque que toutes ces délétions

deviennent |étales pour la bactérie.
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En conclusion, les données obtenues durant cette thése ont permis d’avancer dans la
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la dissociation du fer de la Pvdl
dans le périplasme de P. aeruginosa. C’est un processus enzymatique trés complexe, original
et impliquant un complexe protéique membranaire jamais décrit précédemment. Caractériser
ce complexe enzymatique reste un challenge puisque comprendre son fonctionnement
impliquera une collaboration interdisciplinaire avec différents acteurs ayant des compétences
en biologie structurale, en enzymologie, en biochimie des protéines, etc. Mieux connaitre le
mécanisme d’import du fer de la Pvdl sera également essentiel pour mieux comprendre la

virulence de cette bactérie.
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Partie IV :
Matériels et Méthodes
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a. Milieux pour culture bactérienne

1. Composition des milieux de culture et antibiotiques utilisés

Les souches d'E. coli sont cultivées en milieu riche Lysogeny Broth (LB) dont la
composition est de 10 g/L de tryptone, 5 g/L d’extrait de levure et 5 g/L de NaCl (AthenaES™).
La culture se fait a 37 °C sous agitation (220 rpm). Si nécessaire, des antibiotiques sont
rajoutés au milieu de culture pour le maintien des plasmides. Les solutions stocks
d’antibiotiques sont préparées dans I'eau a 100 mg/mL pour I'ampicilline (Euromedex), a 50
mg/mL pour la kanamycine (Sigma), a 15 mg/mL pour la gentamicine (Euromedex), dans de
I'éthanol @ 100 mg/mL pour le chloramphénicol (Sigma) et dans 50% v/v d’éthanol a 50 mg/mL
pour la tétracycline (Sigma).

Les souches de P. aeruginosa sont cultivées également en LB a 30°C. Pour carencer les
cellules en fer ( ) le milieu CAA est utilisé. Ce milieu est composé de 5 g/L de
Bacto casamino acid, 1,46 g/L de KoHPO, et 0.25 g/L de MgSOa..

2. Carencer en fer des souches de P. aeruginosa

Pour carencer les cellules de P. aeruginosa en fer, notamment pour les expériences de
dissociation du fer de la Pvdl in vivo, de suivi de sécrétion de Pvdl, de recyclage de la Pvdl et
de fractionnement cellulaire, les bactéries sont d’abord cultivées pendant 24 h dans 5 mL de
LB a 30°C ou 37°C (selon I'expérience) a partir d’'un stock glycérol conservé a -80°C. Les
bactéries sont ensuite lavées avec 10mL de milieu CAA, reprises dans du milieu CAA et
cultivées a 30°C ou 37°C de nouveau sur la nuit. Le lendemain, les cellules sont ensemencées
a une DO a 600 nmde 0,1 dans du milieu CAA et cultivées a 30°C ou 37°C et utilisées pour

effectuer les différentes mesures de I'expérience.

Milieu Concentration en fer Ref
LB : Milieu riche 5uM (Cunrath et al., 2016)
CAA : Milieu carencé 20 nM (Cunrath et al., 2016)

b. Milieu pour cellules eucaryotes

Le milieu utilisé pour la culture des cellules A549 est le milieu RPMI 1640 (Gibco). Ce milieu

est complémenté a 10 % v/v en sérum FBS (Fetal Bovine Serum).
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c. Suivi de la croissance cellulaire

Afin de suivre la croissance des différents mutants obtenus, les bactéries sont carencées en
fer sauf si le suivi s’effectue en milieu LB. Les cellules sont ensuite diluées a DOgsgo nm de 0,01
dans du milieu neuf, puis déposées dans une plaque 96 puits. Selon les besoins de
I'expérience, le complexe Pvdl-Fe peut étre rajouté dans les puits. La plaque est incubée dans
le lecteur microplaques (Infinite M200, TECAN) sous légeére agitation a 30 °C. La DOsoo nm ainsi

que I'absorbance a 400 nm sont mesurées toutes les 30 min pendant 24 h.

Ce paragraphe décrit les différentes méthodes ou nous avons utilisés les propriétés spectrales

de I'apo-Pvdl.

a. Sécrétion de Pvdl dans le surnageant cellulaire

Les souches sont cultivées comme décrit en 1) Milieux de culture afin de les carencer en fer.
Au temps prévu de la mesure, la DOgoo nm des souches est mesurée, puis les bactéries sont
centrifugées a 8500 rpm pendant 3 min. Le surnageant est récupéré, filtré avec des filtres 0,22
um (Millex-GP) afin d’enlever toutes traces de cellules bactériennes. La fluorescence du
surnageant est mesurée en plaque 96 puits au lecteur de microplaques (Infinite M200, TECAN,

Excitation 400nm, Emission 447 nm).

b. Mesure de la fluorescence liée a la Pvdl dans le cytoplasme et périplasme de
cellules de P. aeruginosa

Les cellules de P. aeruginosa sont cultivées comme décrit dans la partie I) Milieux de culture
afin de les carencer en fer. Aprés culture, les cellules sont culotées et le culot est lavé une fois
avec du tampon Tris-HCI 50 mM pH 8,0 puis est repris dans 550 ul de tampon Tris-Sucrose
EDTA (Tris-HCI 0,2 M pH 8,0, Sucrose 20 %, 1mM EDTA). Les cellules sont traitées avec 1
mg/ml de lysozyme pendant une heure sur glace puis centrifugées pendant 10 min a 4 °C
(accélération 5, décélération 5). Le surnageant (correspondant au périplasme) est récupéré et
ultracentrifugé pendant 40 min a 40000 rpm et a 4°C afin d’éliminer toute contamination de
débris membranaires, puis est conservé a 4°C. Les sphéroplastes sont lavés une fois avec
500 pl de tampon Tris-Sucrose (Tris-HCI 0,2 M pH 8,0, Sucrose 20 %) sans étre resuspendus
puis sont repris dans 1 ml d’eau glacée et traités avec 1 ul de benzonase (Sigma, 250U/ ul)
pendant une heure a 37 °C sous agitation (350 rpm). La suspension est ultracentrifugée
pendant 40 min a 40000 rpm a 4 °C. Le surnageant obtenu correspond au cytoplasme. Les

différentes fractions (cytoplasme et périplasme) sont incubées dans une plaque 96 puits et la
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fluorescence de la Pvdl est mesurée au lecteur de microplaques (Infinite M200, TECAN,

Excitation 400nm, Emission 447 nm).

c. Suivi du recyclage de la Pvdl dans le surnageant cellulaire

Les cellules de Pseudomonas sont cultivées comme décrit dans la partie I) Milieux de culture,
afin de les carencer en fer. Aprés 24 h de culture au deuxieéme passage en CAA, les cellules
sont centrifugées pendant 5 min a 8500 rpm, lavées a deux reprises dans 5 ml de tampon
Tris-HCI 50mM, pH 8,0 puis reprise dans 1 ml de ce méme tampon. La DOsoo nm €st ajustée a
1. Les cellules sont placées a 30 °C et incubées avec du complexe Pvdl-Fe a une
concentration finale de 1 uyM. 200 ul de la suspension cellulaire sont récupérés a différents
temps, centrifugés pendant 5 min a 8500 rpm et 150 ul du surnageant est déposé en plaque
96 puits pour mesurer la fluorescence de la pyoverdine dans le lecteur de plaque (Infinite
M200, TECAN, Excitation 400nm, Emission 447 nm).

d. Suivi de la dissociation de Pvdl-Fe in vitro

Pour suivre la dissociation du complexe Pvdl-Fe in vitro, nous avons utilisés des membranes
bactériennes totales a partir de souches surexprimant FpvGeiss, FpvHstep OU les deux protéines
en complexe. Nous avons repris le protocole établi par (Ganne et al., 2017) en modifiant
quelques détails. 500 mL d’'une culture de la souche TOP10 d’E. coli produisant la ou les
protéine(s) d’intérét(s) sont récupérés par centrifugation pendant 10 min a 5500 rpm et
reprises dans 50 mM Tris pH 8,0 50 mM NaCl. Les cellules sont ensuite lysées par sonication
puis centrifugées a basse vitesse (12000 g, 15 min, 4 °C) pour séparer le surnageant des
débris cellulaires. Le surnageant est ultracentrifugé a 40000 rpom pendant 40min a 4°C. Le
culot, comprenant les membranes totales, est repris dans 1 mL de tampon acétate ammonium
100 mM, pH 6,5. La concentration en protéines est mesurée par la méthode BCA
(BiCinchoninic acid Assay) a 'aide du kit Pierce BCA Protein Assay Kit.

Les expériences de dissociation sont ensuite réalisées dans un volume total de 200 pL en
microplaque dans un tampon 100 mM d’acetate ammonium pH 6,5 et en présence de 20 uM
de Pvdl-Fe. La dissociation est suivie en absence ou présence de 100 yg de membranes
bactériennes. Le témoin positif consiste a incuber le complexe Pvdl-Fe avec 100 mM du
réducteur DTT, et 20 uM de ferrozine (chélateur de fer ferreux). La fluorescence est mesurée
au lecteur de microplaques (Infinite M200, TECAN) a 30°C avec une excitation a 400 nm et

une mesure de I'émission a 447 nm, a intervalle de 5 minutes pendant la durée de I'expérience.

e. Suivi de la dissociation de PvdI-Fe in vivo
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Pour les expériences de dissociation in vivo, les cellules de P. aeruginosa ont été cultivées en
CAA comme décrit dans le paragraphe 1) Milieux de culture. Les cellules sont récupérées,
lavées avec deux volumes de 50 mM Tris pH 8.0 et resuspendues dans du tampon 50 mM
Tris pH 8.0 a une DOsoo nm de 0,4. Ensuite, 150 pl de la suspension sont déposés dans des
plaques 96 puits, puis incubés avec 120 nM de PvdI-Fe. La fluorescence est mesurée au
lecteur de microplaques (Infinite M200, TECAN) a 30°C avec une excitation a 400 nm et une

mesure de I'émission a 447 nm, a intervalle de 5 minutes pendant la durée de I'expérience.

f. Test d’infection des cellules eucaryotes

Les cellules eucaryotes A549 sont préparées la veille de l'infection a une densité cellulaire de
1 x 10° cellules par boite de 10 cm de diamétre dans le milieu RPMI contenant 10% (v/v) de
Fetal Bovine Serum a 37 °C sous 5 % de COs.. Les cellules de P. aeruginosa sont cultivées en
milieu CAA. Le jour de I'infection, les bactéries sont diluées a DOsoo nm de 0,1 dans du milieu
frais et incubées a 30 °C jusqu’a ce que la DOgoo nm soit entre 0,4 et 0,6, ce qui correspond a
la phase exponentielle. Les cellules A549 sont alors infectées avec une multiplicity of infection
(MOI) de 50, soit un volume de suspension bactérienne correspondant & 50 x 10° CFU. La
boite est de nouveau incubée 3 h a 37 °C sous 5 % COs.. Les cellules sont ensuite récupérées
en grattant le fond de la boite, lavées avec du PBS 1X a 4 °C et centrifugées a trés basse
vitesse, 200 g, pendant 3 min a 4°C jusqu’a apparition d’'un culot blanc. Le milieu est retiré
délicatement a I'aide d’'une pompe sous vide et le culot est repris dans 100 pl de PBS 1X puis
déposé dans une plaque 96 puits afin de lire 'absorbance a DOsoo nm €t la fluorescence avec
une excitation a 400 nm et une mesure de I'émission a 447 nm, au lecteur de microplaques
(Infinite M200, TECAN).

a. Fluorescence des cellules de P. aeruginosa

Au centre des lames de microscopie sont déposés 5 ul de milieu CAA chauffé contenant 1%
d'agarose. La lame est ensuite recouverte par une deuxiéme lame. Lorsque I'agarose est
solidifié, la seconde lame est enlevée délicatement et 'agarose est laissé quelques instants a
sécher a température ambiante. Les cellules de P. aeruginosa sont préparées comme décrit
dans la partie 1) Milieux de culture et sont ensuite centrifugées, lavées deux fois avec du
milieu carencé en fer et resuspendues de maniére a obtenir une DOsoo nm COmMprise entre 18-
22. 5 ul de la suspension bactérienne sont ensuite déposées sur la lame de microscope

recouverte d’agarose et une lamelle est déposée par-dessus.
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b. Test d’infection avec des cellules d’E. coli-mCherry

Concernant les expériences avec E. coli-mCherry, ces dernieres sont cultivées d’abord en LB
a 37 °C pendant 24 h puis cultivés en milieu CAA contenant 5 % de glycérol sur la nuit a 37°C.
Les cellules sont ensuite préparées comme P. aeruginosa et 50 yl de chaque solution
bactérienne (P. aeruginosa et E. coli) sont mélangés dans un tube. Aprés 30 min, 5 ul du
mélange de bactéries sont prélevés et déposés sur la lame. Les échantillons sont observés
au microscope avec un grossissement de 100 x en lumiere blanche ou en appliquant un filtre
a fluorescence (observation de la Pvdl avec le filtre BV-2A et de mCherry avec le filtre TRITC-
A). Les images sont acquises sur un microscope Nikon 50i Objectif CFI Achroplan 100X
équipé d’'une caméra numérique 12 bits DS-Fi1. Les images sont prises via le logiciel NIS

elements et certaines traitées avec le logiciel imagedJ.

a. Interactions entre protéines membranaires (protocole « milieu solide »)

Les cellules DHM1 d’'E. coli sont co-transformées avec les deux plasmides d’intérét et étalées
sur une boite LB supplémentée en ampicilline (100 pg/mL) et kanamycine (50 pg/mL). La boite
est incubée a 30 °C pendant une nuit. Le lendemain, 10 clones sont mis en culture dans 2 mL
de LB supplémenté en isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG, 0.5 mM, Euromedex),
ampicilline (100 ug/mL) et kanamycine (50 pg/mL) et incubés a 30 °C pendant une nuit. Le
lendemain, 5 pL de la pré-culture sont déposés sous forme de goutte sur boites LB-agar
supplémenté en IPTG (0,5 mM), 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-gal ; 40
pug/mL, Euromedex), ampicilline (100 pg/mL) et kanamycine (50 pg/mL). Les boites sont

incubées pendant une nuit a 30 °C.

b. Interactions entre protéines périplasmiques (protocole « milieu liquide »)

Les cellules DHM1 d’E. coli sont co-transformées avec les plasmides d’intérét et étalées sur
une boite LB supplémentée en ampicilline (100 ug/mL) et kanamycine (50 ug/mL). La boite
est incubée a 37 °C pendant une nuit. Le lendemain, 10 clones sont mis en culture dans 2 mL
de milieu LB supplémenté en ampicilline (100 ug/mL) et kanamycine (50 ug/mL) et incubés a
37 °C pendant une nuit. 20 pL de la pré-culture sont ensuite dilués dans 2 mL de milieu LB
supplémenté en IPTG (0,5 mM), ampicilline (100 pg/mL) et kanamycine (50 ug/mL) et incubés
pendant une nuit a 30 °C. Le dosage de I'activité p-galactosidase se fait ensuite a partir de la

culture en milieu liquide.
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c. Dosage de la B-galactosidase

100 pL de suspension bactérienne sont ajoutés a 900 uL de tampon Z froid (60 mM NaxHPO4,
40 mM NaH2PO4, 10 mM KCI, 1 mM MgSOQOs, pH 7, 0,2 % B-mercaptoethanol). Le mélange est
traité avec 1 pL de dodécylsulfate de sodium (SDS) 0,1 % et 50 pyL de chloroforme puis est
« vortexé » pendant 10 secondes. Le mélange est ensuite incubé 5 min a 28 °C. 200 pL
d’ONPG (Ortho-nitrophényl-B-galactoside) a 4 mg/mL (préparé extemporanément dans du
tampon Z sans 3-mercaptoéthanol) sont ensuite ajoutés aux cellules. La réaction est arrétée
avec 500 pL de Na,COs 1 M lorsqu’une couleur jaune apparait. Les tubes sont centrifugés 2
min a 14000 g et 'absorbance du surnageant est mesurée a 420 nm et 550 nm. L’activité -

galactosidase est ensuite exprimée en Unité Miller (MU) grace a la formule ci-dessous :

_ 1000 X (D0420nm_1'75 X D0550nm)
~ Temps (min) X Volume (mL) X DOgonm

Temps (min) = Temps d’incubation aprés I'ajout de TONPG jusqu’a I'apparition d’une couleur

jaune et Volume (mL) = volume de cellules diluées dans le tampon Z.

d. Criblage de la banque d’ADN génomique de P. aeruginosa PAO1 par double
hybride bactérien

100 uL de cellules DHM1 d’E. coli préalablement transformées avec le plasmide d’intérét
(pKT25-FpvG ou pKNT25-FpvG) sont transformés avec 4 pyL de chaque banque construite
dans les plasmides pUT18C, pUT18, pUT18+1 et pUT18+2 (Houot et al., 2012). La
présente le principe de la construction de la banque de P. aeruginosa. Les cultures sont
étalées sur boites LB-agar supplémenté en ampicilline (100 pg/mL), kanamycine (50 pg/mL),
IPTG (0,5 mM) et X-gal (40 pug/mL) puis incubées a 30 °C pendant 24 ou 48 h. Les clones
bleus sont sélectionnés et isolés deux fois sur boites LB-agar supplémentées en ampicilline
(100 pg/mL), kanamycine (50 pug/mL), IPTG (0,5 mM) et X-gal (40 ug/mL) pour confirmer la
coloration bleue. Les colonies sont ensuite cultivées en LB en présence d’ampicilline a 37 °C
pendant une nuit et les plasmides d'intérét sont purifiés. Des cellules TOP10 d’E. coli sont
ensuite transformées avec 1 uL de plasmide (dilution 1/100) puis étalées sur boites LB-agar
supplémenté en ampicilline (100 ug/mL) afin de sélectionner uniquement le plasmide de la
banque (résistant a 'ampicilline). Les transformants sont ensuite repiqués sur boites LB-agar
avec de la kanamycine (50 pg/mL) et sur boites LB-agar avec de I'ampicilline (100 pg/mL).
Les boites sont incubées a 37 °C pendant une nuit. Seuls les clones ampicilline résistants et
kanamycine sensibles sont sélectionnés dans le but d’isoler le plasmide de la banque

uniquement. Chaque plasmide isolé est a nouveau testé pour l'interaction avec la protéine
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d’intérét en co-transformant les cellules DHM1 d’E. coli avec le plasmide portant le gene
d’intérét et le plasmide isolé de la banque. Les cellules sont étalées sur boites LB-agar
supplémenté en ampicilline (100 pg/mL), kanamycine (50 yg/mL), IPTG (0,5 mM) et X-gal (40
pg/mL) et incubées a 30 °C pendant 24 ou 48 h. Si les transformants sont bleus, les plasmides
de la banque sont envoyés ensuite au séquengage pour identifier la séquence du potentiel
partenaire.
Vecteur T18
T80

puUT18 +1
pUT8 +2

l Digestion BamHI i Digestion aléatoire par Sau3A

l Purification des plasmides
q linéarisés i Purification des fragments d’ADN

|
: \ Ligation des fragments d’ADN e \J

dans les 4 vecteurs

\J

Transformation dans E. coli
Purification des plasmides l

|

4 banques d’ADNg de PAO1 :
| PUTIEC: PAOTID
\) \, \ | puT18+PAOTID
v v\ | pUT18+1 + PAOTIib
pUT18+2 + PAOTlib

D’aprés Houot et al., 2012.

a. Test de production des protéines

Pour vérifier I'expression des protéines clonées dans les vecteurs d’expression, nous
effectuons a chaque fois un criblage des conditions d’expression des protéines.

Pour cela, 2 mL de LB supplémenté avec les antibiotiques appropriés sont ensemencés avec
les cellules TOP10 ou DHM1 d’E. coli fraichement transformées avec le plasmide d’intérét.
Les cellules sont incubées a 37 °C sur la nuit. Le lendemain, la suspension bactérienne est
diluée a une DOgoonm de 0,05 dans 20 mL de LB avec antibiotique, puis incubée a 37 °C jusqu’a
une densité optique a 600 nm de 0,5 (pour les inductions a 30 °C et 37 °C) ou jusqu’a une
densité optique a 600 nm de 0,7 (pour l'induction a 22 °C). 3 mL de culture sont soit non
induits, soit induits avec 0,01 % ou 0,1 % d'arabinose (vecteur pBAD) ou 0, 0.5 MM et 1 M
d’'IPTG (vecteurs pRSFDuet, pCDFDuet) pendant 4 h a 30 °C ou 37 °C, ou pendant 16 h a 22
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°C, sous agitation. 1 mL de chaque condition de culture est ensuite centrifugé 5 min a 7000 g.
Le culot est repris dans du tampon de Laemmli (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 25 % glycérol, 2 %
SDS, 0.01 % bleu de bromophénol et 10 % B-mercaptoéthanol), puis chauffé a 95 °C pendant
10 min. Chaque culot est ensuite déposé sur gel SDS-PAGE pour étre analysé par

immunodétection.

b. Test de solubilisation

Différents tests de solubilisation ont été testés pour extraire les protéines membranaires
(FpvG, FpvH et IcmF2).

10 mL de LB supplémenté en antibiotiques sont ensemencés avec les cellules TOP10 d’'E.
coli transformées avec le plasmide d’intérét puis cultivés a 37 °C pendant une nuit. Le
lendemain, la suspension bactérienne est diluée a une densité optique a 600 nm de 0,05 dans
400 mL de LB avec antibiotique puis incubée a 37 °C jusqu’a une densité optique a 600 nm
de 0,5. La culture est ensuite induite avec 0,01 % d’arabinose pendant 4 h a 30 °C. Les cellules
sont récupérées par centrifugation a 5500 rpm a 4 °C pendant 15 min, puis le culot est
resuspendu dans 50 mL de tampon Tris 50 mM pH 8, NaCl 100 mM, contenant une pastille
anti-protéase (complete EDTA-free protease inhibitor, Roche). Les cellules sont ensuite lysées
par sonication puis centrifugées (8500 rpm, 15 min, 4 °C) pour séparer le surnageant des
débris cellulaires. Le surnageant est ensuite ultracentrifugé a 40 000 rpm pendant 40 min a 4
°C. Les membranes bactériennes contenues dans le culot sont ensuite reprises dans 10 mL
de tampon Tris 50 mM pH 8, 100 mM NaCl contenant soit 1 % DDM (n-Dodecyl B-D-maltoside,
Anatrace), 2 % R-OG (Octyl- R-Glucoside, Anatrace) ou 1 % LDAO (N,N-
Dimethyldodecylamine N-oxide, Fluka), puis homogénéisées mécaniquement au Potter. Aprés
1 h d’incubation a température ambiante ou 16 h a 4°C sous agitation, les membranes sont
culottées a 118 000 g pendant 40 min a 4 °C pour séparer les éléments solubilisés
(surnageant) des éléments non solubilisés (culot). Une fraction de chaque compartiment est
déposée sur gel SDS-PAGE 15 % pour FpvH, et 12 % pour FpvG et 10 % pour IcmF2 pour
étre ensuite analysée par immunodétection.

Les résultats, non présentés dans cette thése pour simplifier, ont montré que seul le DDM
permettait de solubiliser FpvG. FpvH n’a pas pu étre solubilisée seule, tandis qu’en complexe,
les protéines FpvG-FpvH sont solubilisées si les membranes sont incubées a 4°C pendant 16
h. IcmF2 est également extraite des membranes avec le DDM seule ou en co-expression avec
FpvG.

c. Purifications des protéines FpvG-FpvH
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L’expression des deux protéines dans la souche TOP10 d’E. coli portant les plasmides
pBAD24-FpvGhiss et pPBAD33-FpvHstep est induite par la présence de 0,01% d’arabinose.
Apres culture, le culot cellulaire est récupéré et repris dans 50 mM Tris-HCI pH 8,0 ; 50 mM
NaCl et traité avec une pastille protease inhibitor (complete EDTA-free protease inhibitor,
Roche). La solution est homogénéisée au Potter et les cellules sont ensuite lysées par
sonication (3 fois 60 pulses d’'une minute d’amplitude d’environ 40%) puis centrifugées (8500
rpom, 15 min, 4 °C) pour séparer le surnageant des débris cellulaires. Le surnagent est ensuite
ultracentrifugé a 40000 rpm pendant 40min a 4°C. Les culots contenant les membranes sont
récupérés et repris dans 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 1 % DDM permettant de
solubiliser les protéines sur la nuit a 4 °C sous agitation. Les protéines solubilisées sont ensuite
récupérées par ultracentrifugation pendant 40 min a 40000 rpm a 4°C. Le surnageant obtenu
est passé sur colonne d’affinité StrepTrap 5 ml (GE Healthcare) équilibrée avec 50 mM Tris-
HCI pH 8,0, 50mM NacCl, 0,1% DDM. Les protéines sont éluées avec I'ajout du tampon 50 mM
Tris-HCI pH 8,0, 50mM NacCl, 0,1% DDM, 2,5 mM D-Desthiobiotine. Les fractions contenant
le complexe sont concentrées puis passées sur colonne de Gel Filtration (Superdex 200 — GE
Healthcare) équilibrée avec 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NaCl.

d. Microscopie électronique sur le complexe FpvG-FpvH

En collaboration avec la plateforme de biologie et génomique structurale de 'lGMBC a lllkirch.
15 ng du complexe FpvG-FpvH précédemment purifié ont été déposés sur des grilles CF300-
Cu Carbon Film-300 MESH-Copper (Euromedex CF300-CU-050) préalablement recouverte
d’'un film de carbone afin de les rendre hydrophiles. L'échantillon est ensuite coloré avec de
'acétate d’uranyle 2 %. L’acquisition des images a été faite a l'aide du logiciel SerialEM sur
un microscope FEI Tecnai F20 fonctionnant a une tension de 200 kV et une plage de
défocalisation de 500 nm, en utilisant un détecteur Gatan US1000 avec un grossissement de
50 000 X, donnant une taille de pixel de 2,12. Un débit de 20 électrons par Angstrom carré par
seconde et un temps d'exposition de 10 s ont été utilisés. Un total de 28 195 particules a été
sélectionné a partir de 2021 micrographes et extraites dans des boites de 130 pixels a l'aide
du logiciel Relion2. La valeur de défocalisation a été estimée, et la fonction de transfert de
contraste a été corrigée en utilisant I'estimation CTF dans Relion2. Les classes a forte densité
de population présentant des caractéristiques de haute résolution ont été conservées avec un
ensemble de données finales de 12 577 particules. Un premier modéle 3D a été généré dans
EMAN2. La procédure d'auto-raffinement de Relion2 a été utilisée pour obtenir une
reconstruction finale & 21-A de résolution, aprés masquage et sans contrainte de symétrie. La
résolution est basée sur la corrélation de Fourier shell (FSC) "gold standard". Le logiciel USCF

Chimera a été utilisé pour les reconstructions tridimensionnelles.
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a. Préparation des fractions périplasmiques d’E. coli

Pour réaliser les différentes expériences de pull down avec les protéines FpvC, FpvF et Fpvd,
le périplasme bactérien a été préparé de la maniére suivante : les cellules d’E. coli portant les
plasmides d’intéréts sont incubées en LB a 37°C jusqu’a DOsoo nm de 0,5-0,7, puis induites
avec 0.5 mM IPTG a 22 °C pendant 16 h. Les cellules sont ensuite récupérées par
centrifugation pendant 15 min a 25 °C. Le culot est resuspendu dans 20 mM Tris pH 8.0, 200
UM EDTA et 20 % de sucrose. 1 mg/ml de lysozyme est ajouté et le mélange est incubé sur
glace pendant 1 h, puis centrifugé pendant 20 min a 6700 rpm a 4 °C (accélération 5,
décélération 5). Le surnageant, correspondant au périplasme, est clarifié par

ultracentrifugation a 40 000 rpm pendant 30 min a 4 °C.

b. Préparation des membranes internes d’E. coli

Afin de visualiser la localisation subcellulaire de FpvH, 500 ml d’'une culture de la souche
TOP10 d’E. coli produisant la protéine d’intérét sont centrifugés pendant 10 min a 5500 rpm
et repris dans 50 mM Tris pH 8,0 50 mM NaCl. Les cellules sont homogénéisées au Potter et
traitées avec une pastille protéase inhibitor EDTA Free (Roche). Les cellules sont ensuite
lysées par sonication (60 pulses/min d’'une amplitude de 40%) puis centrifugées a basse
vitesse (8500 rpm, 15 min, 4 °C) pour séparer le surnageant des débris cellulaires. Le
surnageant est ultracentrifugé a 40000 rpm pendant 40 min a 4 °C. Les membranes,
comprises dans le culot, sont reprises dans 50 mM Tris pH 8,0 100 mM NaCl, 0,1 % Sodium
Lauryl Sulfate (SLS) puis incubées pendant sur la nuit a 4 °C afin de permettre la solubilisation
des protéines de membranes internes. Les membranes sont ensuite récupérées par une
ultracentrifugation a 40000 rpm pendant 45 min a 4 °C et les différentes fractions (soluble,

membrane totales, membranes interne et externe) sont analysées par immunodétection.

a. Cross-linking (FpvG)

Cette expérience permettait de vérifier la multimérisation de FpvG que nous avions détecté en
double hybride bactérien. La souche TOP10 portant le pBAD-FpvGhiss est utilisée pour cette
expérience. La protéine est induite a 30 °C pendant 4 h avec 0.01 % arabinose, le culot
bactérien est récupéré et incubé avec différentes concentrations en formaldéhyde (0 %, 0.5 %

et 1 % (v/v)) pendant 1 h a température ambiante sur roue tournante. Les membranes
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solubilisées dans du DDM sont ensuite préparées, reprises dans du tampon de charge, sans

chauffage, et analysées par immunodétection.

b. Co-immunoprécipitation

Les différentes expériences de co-immunoprécipitation (pull down) ont été réalisées avec des
résines anti-Flag (Sigma), de Nickel (His-select Nickel affinity gel, Sigma) et des billes
d’hémine-agarose (Sigma).

Concernant les résines anti-Flag et Nickel, 50 pl résines sont préalablement lavées avec du
tampon 50 mM HEPES pH 7,5 50 mM NaCl puis incubées avec les différentes préparations
membranaire et/ou périplasmique en absence ou présence du complexe Pvdl-Fe pendant 1 h
sur roue tournante a température ambiante. Pour chaque condition, le mélange est centrifugé
pendant 2 min a 2000 rpm afin de culoter les billes. Le surnageant contenant les protéines non
liées aux résines est récupéré. Les résines sont lavées deux fois avec 1 mL de tampon 50 mM
HEPES pH 7,5 50 mM NaCl puis récupérées par centrifugation afin de les analyser par

immunodétection.

a. Marquage au TMBZ

La fraction analysée correspond au pic sorti de la purification du complexe FpvG-FpvH aprés
la StrepTrap et reprise dans du tampon de charge sans agent réducteur (240 mM Tris-HCI pH
6,8 8 % SDS, 30 % de glycérol et 0,01 % de bleu de bromophénol). La fraction est déposée
sur gel de polyacrylamide 12 %. Aprés migration d’environ 1 h30 a 130 V, le gel est incubé
dans un tampon d’acétate de sodium 0,25 M pH 5,0 pendant 10 min a I'obscurité et a
température ambiante. 6.3 mM de solution de TMBZ dans du méthanol sont ensuite ajoutés
et le gel est encore incubé pendant 30 min a température ambiante a I'abri de la lumiére. 0.3
% d’H.0- (v/v) sont ensuite ajoutés au mélange directement sur le gel. Lorsque des bandes
bleues apparaissent, le gel est photographié avec I'appareil Gel Doc XR+(Biorad) en lumiére

blanche.

b. Co-immunoprécipitation avec les billes d’hémine-agarose

Concernant les billes d’hémine-agarose (Sigma), 20 ul de résine sont lavés avec du PBS 1X
avant d’étre incubées avec les différentes préparations membranaires en absence ou en
présence du complexe Pvdl-Fe pendant 30 min a 25 °C. Pour chaque condition, le mélange

est centrifugé 2 min a 2000 rpm afin de culoter les billes et récupérer les fractions non liées
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aux billes d’héme. Les billes sont lavées trois fois trés délicatement avec 50 mM Tris-HCI,
pH8,0 150 mM NaCl avant d’étre récupérées par centrifugation et analysées par
immunodétection. Des billes d’agarose (Sigma) sont utilisées selon le méme protocole comme

témoin.

a. Préparation d’ADN

L’ADN génomique de la souche PAO1 de P. aeruginosa est extrait a I'aide du kit NucleoSpin
Tissue (Macherey Nagel) selon le protocole fourni par le fabricant. La purification des produits
PCR et des produits de digestion est réalisée suivant le protocole du kit NucleoSpin Gel and
PCR clean up (Macherey Nagel).

Toutes les réactions d'amplification des génes d'intérét sont réalisées avec I'ADN polymérase
Phusion (ThermoFisher Scientific) a partir de 'ADN génomique de la souche PAO1 de P.
aeruginosa. Les plasmides sont purifiés a partir d’'une culture d’E. coli portant le plasmide
d’intérét et cultivée dans 5 mL de LB en présence si besoin antibiotique(s) a 37 °C, sous
agitation. L’extraction d’ADN plasmidique se fait avec le kit NucleoSpin Miniprep (Macherey

Nagel) selon le protocole fourni par le fabricant.

b. Clonage dans les vecteurs d’expression ou de double hybride

La méthode de clonage décrite ci-dessous est utilisée pour cloner les génes d’intérét dans les
vecteurs de double hybride ou d’expression. Plusieurs étapes sont réalisées :

- Amplification des fragments d’ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction). Le produit
PCR est analysé sur un gel d’agarose a 1 % avec 0,01 % (v/v) de SYBR green (Invitrogen).
Aprés migration, le gel est déposé sur une table UV afin de visualiser le fragment d’ADN qui
est ensuite purifié.

- Digestion des fragments d’ADN et des plasmides d’intérét. Les fragments d’ADN et les
plasmides sont digérés par deux enzymes de restriction (ThermoFischer Scientific) de fagon
séquentielle.

- Ligation du fragment d’ADN dans le plasmide d’intérét. Le produit PCR digéré est mis en
présence du vecteur linéarisé, puis le mélange est incubé avec la T4 DNA Ligase
(ThermoFischer Scientific) pendant une nuit a 16 °C. Le produit de ligation est ensuite
transformé dans des cellules TOP10 ou DHM1 (selon le plasmide) compétentes d’E. coli.

- Transformation : 100 uL de cellules d’E. coli rendues compétentes par un traitement au

chlorure de calcium sont transformées avec le plasmide d’intérét. Le mélange est laissé a 4
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°C pendant 1 h, puis placé 2 min a 42 °C, et a nouveau 5 min a 4 °C pour créer le choc
thermique. 900 pL de LB sont ajoutés et les cellules sont ensuite incubées a 37 °C sous
agitation. Aprés 1 h d’incubation, les cellules sont centrifugées a 6000 rpm pendant 5 min. 800
ML de surnageant sont retirés, puis le culot est repris avec les 200 pL de surnageant restant
et 100 L sont étalés sur boite LB-agar contenant I'antibiotique nécessaire a la sélection. Les
boites sont incubées a 37 °C pendant une nuit.

Aprés vérification par PCR sur colonies en utilisant la DreamTaq DNA polymérase (Thermo),
les plasmides sont purifiés et vérifiés par séquengage afin de s’assurer de I'absence de

mutation dans le géne d’intérét.

c. Préparation d’ADN et clonage dans les vecteurs suicide pEXG2 pour déleter
des génes dans le chromosome

Deux fragments d’environ 500 pbs situés en amont et en aval du gene a déleter sont amplifiés
par PCR. La subtilité des clonages dans les vecteurs suicide est que les deux fragments
obtenus se recouvrent aux niveaux des extrémités 3’ en aval du géne et 5 en amont du géne
(Voir ). Les deux fragments sont ensuite mélangés de maniére équimolaire et une
deuxieme amplification par PCR est réalisée de maniére a obtenir un fragment de 1000 pb.
Ce fragment est purifié puis digéré par les enzymes de restrictions et ligué dans le plasmide
suicide pEXG2 digéré par les mémes enzymes. Le produit de ligation est ensuite transformé
dans des cellules TOP10 d’E. coli. Les différents clones obtenus sont ensuite analysés par

PCR sur colonie. Le plasmide des clones positifs est extrait et envoyé au séquengage.

d. Délétion de génes chez P. aeruginosa par conjugaison

Les cellules de P. aeruginosa mutées pour un ou plusieurs génes sont construites grace au
principe de conjugaison et de deux événements de recombinaison homologue. Le plasmide
pEXG2 portant la séquence permettant la délétion est transformé dans des cellules SM10 d’E.
coli, une souche qui permet de mobiliser et de transférer le plasmide dans les cellules de P.
aeruginosa sans l'aide d'une souche dite helpeuse (Simon et al., 1983). Les souches sont
cultivées sur la nuit a 37 °C pour E. coli et 43 °C pour P. aeruginosa afin d’atténuer les
systémes de restriction, puis 500 pl de chaque souche sont mélangés et centrifugés pendant
2 min a 8000 rpm. Le culot est repris dans 30 ul de LB puis déposé sur goutte sur boite gélosée
et incubé a 37 °C pendant 4 h. Les bactéries sont ensuite récupérées avec une oése et
resuspendues dans 1 mL de LB. 100 uL de la suspension sont étalés sur boite LB contenant
30 pg/L de gentamicine et 10 ug/L de chloramphénicol (pour sélectionner uniquement les
cellules de P. aeruginosa ayant recu le plasmide). La boite est incubée a 37 °C pendant 48 h.

A ce stade, le premier événement de recombinaison homologue a lieu : seules les souches
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ayant intégré dans leur chromosome le plasmide sont gentamicines résistantes. Plusieurs
clones résistants sont ensemencés indépendamment (afin d’optimiser les chances d’obtenir
des mutants) dans des tubes contenant 1 mL de LB pendant 4 h a 37 °C sous agitation a 220
rpm. Les tubes sont ensuite centrifugés et 970 ul de surnageant est retiré. Les culots sont
repris dans les 30 pl restants et 15 pl sont étalés sur boites LB sans NaCl contenant 5 % de
sucrose. Les boites sont incubées a 30 °C pendant au moins 16 h, et les clones obtenus sont
repiqués sur boites LB et en paralléle sur boites LB contenant 15 ug/L de Gentamicine. Cette
étape permet de sélectionner les clones ayant perdu le plasmide aprés le deuxiéme
événement de recombinaison. Les clones sensibles a la gentamicine sont testés par PCR sur
colonie afin de s’assurer de la délétion du géne, et le fragment obtenu est envoyé au

séquencage.

Construction du plasmide

Géne a déleter

Amplification (PCR)

I 2Fr de 500 pb

Amplification (PCR)

[ ] Fragment de 1000 pb

Clonage dans pEXG2 par Restriction/Ligation
Screen des clones positifs (Résistants a la Gentamicine)
Séquengage

N\

Les différents graphiques présentés dans cette thése ont été réalisés avec le logiciel Kaleidagraph
(Version 4.5). Les figures ont été réalisées avec Powerpoint (Version 16.35) et certaines figures
(formes de protéines, membranes lipidiques...) ont été téléchargées via le site

https://smart.servier.com/. Les analyses statistiques concernant les tests de sécrétion de la Pvdl

et de recyclage de la Pvdl ont été réalisées avec le logiciel Rstudio (Version 1.2.5033, package
multcomp concernant le test ANOVA et package PMCMRplus pour le test Kruskal-Wallis). Les
différentes structures de protéines présentées dans ce travail ont été téléchargées via le site

https://www.rcsb.org/ sous format .pdb et recolorées avec PyMOL (Version 2.3.5).
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Souches Caractéristiques Référence
Souches d’E. coli

E. coli TOP10 F-, mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC), $©80/acZ, Invitrogen
AM15, AlacX74, recA1, araD139, A(ara-
leu)7697, galU, galK, rpsL, endA1, mup

E. coli SM10 Thi, thr, leu, tonA, lacY, supE, recA::RP4-2- (Simon et al.,
Tc:Mu, Km ,Ap 1983)

E. coli BL21 (DE3) F-, ompT, gal, dcm, lon, hsdSg(rsms~), NDE3 Novagen

[lacl, lacUV5-T7p07, ind1, sam7, ninb)),
[maIB"]K.12(AS)

E. coli DH5alpha

F- A(lacZYA-argF)U169, recA1, endA1, hsdR17,
thi-1, gyrA96, relA1

Collection du

laboratoire

E. coli DHM1

F-, cya-, recA1, endA, gyrA96, thi-1, hsdR17,
spoT1, fbD1, cya-854

(Karimova et al.,
2005)

E. coli-mCherry

Souche exprimant de maniére constitutionnelle

mCherry

Collection du

laboratoire

Souches de P. aeruginosa

P. aeruginosa PAO1 ATTC

Souche « sauvage »

Collection du

laboratoire
PAO1AclpV2 Délétion de clpV2 (codant pour ATPase du H2- Ce travail
T6SS)
PAO1AcipV2ApvdRTppmQ Délétions de clpV2 et des genes codant pour la Ce travail
pompe a efflux pvdRTopmQ
PAO1ApvdRTopmQ Délétion des génes codant pour la pompe a (Hannauer et al.,
efflux pvdRTopmQ 2010b).
PAO1AfpvAAfpvB Délétions de fpvA et fovB codant pour les Ce travail
transporteurs TBDT de la Pvdl
PAO1AfpvAAfpvBAcipV2 Délétions de fpvA, fpvB et clpV2 Ce travail
PAO1AfpovAAfpvBApvdRTopmQ Délétions de fpvA et fovB et de pvdRTopmQ Ce travail
PAO1AfpvAAfpvBApvdRTopmQAcipV2 Délétions de fpvA et fpvB, pvdRTopmQ et de Ce travail

clpV2

PAO1ApvdFApchA Délétions des genes codant pour des enzymes Collection du
de biosynthéses Pvdl et Pch, pvdF et pchA. laboratoire
PAO1ApvdFApchA AclpV2 Délétions de pvdF, pchA et clpV2 Ce travail
PAO1ApvdFApchAApvdRTopmQ Délétions de pvdF, pchA et pvdRTopmQ Ce travail
PAO1 pvdFApchAApvdRTopmQAcipV2 Délétions de pvdF, pchA, pvdRTopmQ et clpV2 | Ce travail
PAO1ApvdFApchA-FpvGrismut Délétion de pvdF, pchA et mutation dans fpvG Ce travail
pour 4 histidines conservées en alanine
PAO1ApvdFApchA-FpvGrismut + PAO1APvdFAPchA-FpvGHismut cOmplémentée Ce travail

pMMB190-FpvG

pour FpvG sous le contrle de son propre

promoteur
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PAO1AfpvG Délétion de fpvG Collection du
laboratoire
Plasmides Caractéristiques Réferences
Vecteur suicide
pEXG2 Vecteur pour échange allélique, pBR origin, GentaR, SacB (Rletzs(():gse)t al,
dpeelélcs \2/'2 pEXG2 portant la séquence pour déleter ClpV2 Ce travail
S(EI);SVZA-\ pEXG2 portant la séquence pour déleter FpvA Ce travail
pEXG2- . ) .
delFpvB pEXG2 portant la séquence pour déleter FpvB Ce travail
pME3088- Plasmide portant la séquence de FpvG mutée pour 4 His en alanine Collection du
FpvG4Hismut | flanquée en amont et en aval de 1000 pb pour remplacement allélique laboratoire
dans le chromosome de P. aeruginosa
Double hybride
pKT25 P15 origin, Plac, N-terminal T25 cyclase fragment, KanR (Karimova et al.,
2005)
pUT18C ColE1 origin, Plac, N-terminal T18 cyclase fragment, ApR Karimova et al.,
2005)
pUTM18C pUT18C modifié avec le domaine transmembranaire 1 de OppB (E. coli) (Ouellette et al.,
inséré en aval du T18 2014)
pUTM18C-zip pUT18C modifié avec le domaine transmembranaire 1 de OppB (E. coli), (Ouellette et al.,
inséré en aval du T18, codant pour un fragment de la protéine leucine zipper 2014)
pKTM25-zip pKT25 modifié avec le domaine transmembranaire 1 de OppB (E. coli), (Ouellette et al.,
inséré en aval du T25, codant pour un fragment de la protéine leucine zipper 2014)
pKT25-FpvG FpvG cloné dans pKT25, en aval du Domaine T25 Ce travail
pKT25-FpvH FpvH cloné dans pKT25, en aval du Domaine T25 Ce travail
pKT25-FpvK FpvK cloné dans pKT25, en aval du Domaine T25 Ce travail
pKT25-pvdT pvdT cloné dans pKT25, en aval du Domaine T25 Ce travail
pKT25-FpvD FpvD cloné dans pKT25, en aval du Domaine T25 Ce travail
pKT25-FpvE FpvE cloné dans pKT25, en aval du Domaine T25 Ce travail
pKT25-RetS RetS cloné dans pKT25, en aval du Domaine T25 (Vincent et al., 2010)
pUT18C-FpvG |FpvG cloné dans pUT18C, en aval du Domaine T18 Ce travail
pUT18C-FpvH |FpvH cloné dans pUT18C, en aval du Domaine T18 Ce travail
pUT18C-FpvK |FpvK cloné dans pUT18C, en aval du Domaine T18 Ce travail
pUT18C-FpvD |FpvD cloné dans pUT18C, en aval du Domaine T18 Ce travail
pUT18C-FpvE |FpVE cloné dans pUT18C, en aval du Domaine T18 Ce travail
pUT18C-RetS RetS cloné dans pUT18C, en aval du Domaine T18 (Vincent et al., 2010)
pKTM25-Fpvd  |FpvJ cloné dans le vecteur pKTM25-zip Ce travail
pKTM25-FpvC |FpvC cloné dans le vecteur pKTM25-zip Ce travail
pUTM18C-FpvC |FpvC cloné dans le vecteur pUTM18C Ce travail
pUTM18C-FpvF |FpvF cloné dans le vecteur pUTM18C Ce travail
pUTM18C-FpvJ |FpvJ cloné dans le vecteur pUTM18C Ce travail
pKT25-FpvGmut |FpvG mutée pour les 4 His conservées cloné dans le pKT25 Ce travail
pUT18C-PA1316|PA1316 cloné dans le vecteur pUT18C Collection du
laboratoire
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pKT25-PA1519 |PA1519 cloné dans le pKT25 Collection du
laboratoire
pKT25-TssMp 9 |Partie périplasmique de IcmF2 clonée dans le pKTM25, clone 9 Eric Durand,
collection
personnelle
pKT25-TssMp 21|Partie périplasmique de IcmF2 clonée dans le pKTM25, clone 21 Eric Durand,
collection
personnelle
Expression et production
pBAD24 pBR322 origin, Para, araC, ApR (Guzman et al.,
1995)
pBAD33 pACYC184 origin, Para, araC, CmR (Guzman et al.,
1995)
pRSFDuet-1 RSF origin, pT7, Kan® Novagen
pCDFDuet-1 CDF origin, pITG, lacl, StrepR Novagen
pBAD24- FpvG cloné dans le pBAD24 avec une sequence Hisg en C-terminal Ce travail
FpvGuiss
pBAD33- FpvH cloné dans pBAD33 avec une sequence Strep en C-terminal Ce travail
FpVHStrep
pCDF- Fpvd and FpvF cloné dans le MCS1 de pCDFDuet-1 avec une séquence Hisg Ce travail
FpvJuissFpVFriag et Flag en C-terminal, respectivement
pCDF-Fpvduiss  |Fpvd cloné dans le MCS1 de pCDFDuet-1 avec une séquence Hiss en C- Ce travail
terminal
pRSF-FpvCha  |FpvC cloné dans le MCS2 de pRSFDuet-1 avec une séquence HA en C- Ce travail
terminal
pCDF-FpvFriag [FpVvF cloné dans le MCS1 de pCDFDuet-1 avec une séquence Flag en C- Ce travail
terminal
pBAD33- IcmF2 cloné dans le pBAD33 avec une séquence Flag en C-terminal Ce travail
icmFZFEg
pRSF-FpvGmut |FpvG mutée pour 4 Histidines conservées cloné dans le MCS1 de Ce travail
pRSFDuet-1
pMMB190-FpvG |Plasmide de complémentation exprimant FpvG sous le contrdle de son Collection du
propre promoteur laboratoire
pME- Plasmide portant la séquence de FpvG mutée pour les 4 His conservées Collection du
FpvG4Hismut  [flanquée en amont et en aval de 1000 pb pour remplacement allélique dans laboratoire
le chromosome de P. aeruginosa
Vecteurs suicide Sequence (5’2 3’)
Del ClpV2-Hindll1500 UP [CCGGAAGCTTACTGGAAACGCCTGATGCCCTACCTGGGCC
Del ClpvV2-EcoRI500 DO [CCGGGAATTCCGAACGAGCCCAGCTGGCCCAGTGGATGG
Del ClpV2-Stop fw CATTAAGGATGGATGAGCATGATCAACGTACACGGGCGCGTGCTCTGCGAGTTC

GCCTGA

Del ClpV2-ATG rev TACGTTGATCATGCTCATCCATCCTTAATGAAT

DelFpvA-500UpHindlll  |[CCGGAAGCTTCCATCTTCGCCGACTACTACCTATTCGACG

DelFpvA-500DoBamH1  |[CCGGGGATCCCTGGGCGGAAGCGGAGATCGGCGCCGAGTT

Del ATG-FpvA —rev GAGACCGTGTGGTGCTGGCATGGGTGATTGctc

CAATCACCCATGCCAGCACCACACGGTCTCCTGATGTTCAGCACTCGCTGGGACT

Del Stop-FpvA — fw TCTGA

DelFpvB-500UpHindlll  |[CCGGAAGCTTGCGCGGCCGATATCCGCCTCGTTGCCGTAG

DelFpvB-500DoBamH1  |GAGGCGGGTGTCGTTTCTCATGAACGGCGGATCCCCGG
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Del ATG-FpvB —rev

ACTGGAAACGACGTGTTTCATCTGCAGTGTCCT

Del Stop-FpvB — fw

IACACTGCAGATGAAACACGTCGTTTCCAGTCTGATGTTCACGGTGAAGTACTCGC
TCTGA

Vecteurs double hybride

Sequence (5° > 3’)

pKT25-FpvGUP

CCGGTCTAGAGATGTCGAAAAAGTCCCGCTCCAGA

pKT25-FpvGDO

CCGGGGTACCCGTGGCTGTCCCTCCGCGGTCTGGTT

pKT25-FpvHUP

CCGGTCTAGAGATGAGCAAGGCCGCCGTTGCCCAG

pKT25-FpvHDO

CCGGGGTACCCGTTGCTTACCTCGTTTGTTCAGCCA

pKT25-FpvKUP

CCGGTCTAGAGATGAGCGTCGAAACCGTCCGCCCG

pKT25-FpvKDO

CCGGGTACCCGATGGCGGTGCTGACGGGTCACGCC

pKT25-FpvDUP

CCGGTCTAGAGATGAGCATCCACACCCGCCCCTGG

pKT25-FpvDDO

CCGGGGTACCCGTGGCGCGGCGATGTCGGCGTGGTC

pKT25-FpvEUP

CCGGTCTAGAGATGAACGACGCCTACGAACAACTG

pKT25-FpvEDO

CCGGTCTAGAGATGAACGACGCCTACGAACAACTG

pKT25-pvdTUP

CCGGTCTAGAGATGGAAAACGCCACGCAACCCGTC

pKT25-pvdTDO

CCGGGGTACCCGTTGGCTGGCCAGGGCGGCCACCGG

pKTM25-FpvCUP

CCGGTCTAGAGGAAGACGGCAAACGCCTGCGCATC

pKTM25-FpvCDO

CCGGGAGCTCTCATGCGCCGGACTCCTGGATGGC

pUTM18C-FpvCDO

CCGGGGTACCCGTGCGCCGGACTCCTGGATGGCGCG

pKTM25-FpvJUP

CCGGTCTAGAGCACAACCCGATCTGCGAATGCGAG

pKTM25-FpvJDO

CCGGGAATTCTCATGGCGCGGCGATGTCGGCGTG

pUTM18C-FpvJDO

CCGGGGTACCCGTGGCGCGGCGATGTCGGCGTGGTC

pUTM18C-FpvFUP

CCGGTCTAGAGGCGACGCCGGCCGCGGCCCAGTCC

pUTM18C-FpvFDO

CCGGGGTACCCGTCAGCCCTTACCGGCCAGCAGCCC

Vecteur production
protéines

Sequence (5’ 2 3’)

icmF2_F

CCGGGAGCTCAAGGAGATATACATATGAAAAACTTCTTCAAGAAAGTC

p33-icmF2Flag_R

AAGCTTTCACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCGCTAGCGAGCTGCACCGGCATG
CGGAAGCT

PiuB-Ecorl Fw

CCGGGAATTCATGAAGAAAGTCTGGTTCCAGTTG

PiuB-HindllIStrepCter Rv

CCGGAAGCTTTCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTAGCGTACACGTCGC
GTCGGTAACGTCC

FpvG-p24HisCter F

CCGGCCATGGCCTCGAAAAAGTCCCGCTCCAGACTC

FpvG-p24HisCTer R

CCGGAAGCTTTCAATGATGATGATGATGATGGCTAGCTGGCTGTCCCTCCGCGG
TCTGGTT

FpvH-p33StrepCter F

CCGGGAATTCAAGGAGATATACATATGAGCAAGGCCGCCGTTGCCCAGCCC

FpvH-p33StrepCter R

CCGGAAGCTTTCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTAGCTTGCTTACCTCG
TTTGTTCAGCCA

FpvJ-pcDFHisCter F

CCGGCCATGGGCAGCATCCACACCCGCCCCTGGLGC

FpvJ-pCDFHisNter R

CCGGGAATTCTCAATGATGATGATGATGATGGCTAGCTGGCGCGGCGATGTCGG
CGTGGTC

FpvF-pCDFFlagCter F

CCGGGAATTCGAAGGAGATATACATATGAACCTGAAACCCCATTGCCTC

FpvF-pCDFFlagCter R

CCGGAAGCTTTCACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCGCTAGCGCGCCCTTCGAC
TATCGCTTTCTGT

FpvC-pRSFHACter F

CCGGAGATCTAAGGAGATATACATATGCTGTTCTCCCGTCGCTCATCC

FpvC-pRSFHACter R

CCGGGGTACCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGCTAGCTGCGCCGG
ACTCCTGGATGGCGCG

03-pRSFHisCt R

CCGGGAATTCTCAATGATGATGATGATGATGGCTAGCTGGCTGTCCCTCCGCGG

TCTGGTT
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Ce paragraphe décrit le protocole utilisé pour les expériences de western blot.

a. Préparation des gels de polyacrylamide

Les gels de polyacrylamide sont préparés suivant les solutions et volumes présents dans les
et 15. Le gel de séparation est d’abord préparé et coulé dans le systéme Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Biorad). Aprés polymérisation, le gel de concentration est préparé et

coulé par-dessus et les peignes sont ajoutés pour la formation des puits :

Gel de séparation 10 % 12 % 15 %
40 % acrylamide bis acrylamide 3,75 ml 4.5 ml 5,63 ml
4X Tris CL/ SDS pH 8,8 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
Eau 7,44 ml 6,75 ml 5,56 ml
APS 10% 0,075 ml 0,075 ml 0,075 ml
Temed 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml
Gel de concentration Volume

40 % acrylamide bis acrylamide 0,650 ml

4X Tris CL/ SDS pH 6,8 1,25 mi

Eau 3,05 ml

APS 10% 0,05 ml

Temed 0,01 ml

b. Immunodétection

Apres migration sur gel SDS-PAGE, les protéines sont transférées en liquide et a froid sur une
membrane de nitrocellulose (Amersham) pendant 1 h a 100 V, 350 mA. Aprés saturation des
membranes avec 5 % de lait, les anticorps primaires sont ajoutés avec une dilution adaptée
et incubés pendant une nuit a 4 °C. Apres 4 lavages successifs dans du PBS Tween 0,1 %,
les anticorps secondaires anti-lapin (GE Healthcare) ou anti-souris (GE Healthcare) couplés a
la peroxydase de raifort sont incubés avec la membrane a température ambiante pendant 45
min. Les membranes sont de nouveau lavées deux fois avec du PBS Tween 0.1% puis deux
fois avec du PBS 1X. La révélation se fait a I'aide du kit ECL (ECL Pierce™ Western Blotting
Substrate, ThermoFischer) selon les instructions recommandées et les images d'immuno-
détection sont acquises sur I'appareil ImageQuant LAS400 ou Amersham Imager 680 blot and

Gel imager.
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Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste provoquant des infections chez des patients dont
le systéme immunitaire est affaibli. Cette bactérie, comme tous les organismes vivants, a besoin de fer pour croitre.
Paradoxalement, ce nutriment essentiel est peu biodisponible car peu soluble. Pour acquérir le fer, P. aeruginosa
synthétise et sécrete entre autres le sidérophore pyoverdine (Pvd). La voie d'import du fer par la Pvd fait intervenir
plusieurs acteurs : d’abord les transporteurs de membrane externe, FpvA et FpvB, qui permettent I'import du
complexe Pvd-Fer a travers la membrane externe. Arrivé dans le périplasme, le complexe Pvd-Fe interagit avec
deux protéines périplasmiques FpvC et FpvF pour former le complexe FpvC-FpvF-Pvd-Fe. Au sein de ce complexe,
le fer est réduit par FpvG, une protéine de membrane interne. Cette réduction entraine la dissociation du métal du
sidérophore, et une chélation du fer ferreux par FpvC qui le transporte jusqu’a FpvDE, un transporteur ABC, pour la
translocation au travers de la membrane interne vers le cytoplasme. La Pvd reste liée a FpvF, qui serait responsable
de 'acheminement de la Pvd jusqu’a une pompe d’efflux PvdRTOpmQ pour son recyclage dans le milieu extérieur.
Le gene codant pour la protéine FpvG se trouve organisé en opéron avec 3 autres genes fpvH, fpvd et fpvK, dont
les protéines codées sont de fonctions inconnues, mais essentielles & l'activité de FpvG et au mécanisme de
dissociation du fer de la Pvd. Différentes approches ont été développées au cours de cette thése afin d’aller plus loin
dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués I'import du fer par la Pvd. Dans un premier temps,
nous avons étudié le réseau d’interactions des protéines impliquées dans la dissociation du complexe Pvd-Fer ainsi
que le mécanisme de dissociation du fer de la Pvd. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a la
sécrétion de la Pvd et avons tenté d’identifier un second transporteur

Pseudomonas aeruginosa, fer, sidérophores, pyoverdine

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen causing severe infections in immuno-
compromised and cystic fibrosis patients. Pyoverdine (Pvd) is the main siderophore secreted by P. aeruginosa
to get access to iron, an essential nutrient. Pvd acts as an iron chelator and is also a signal molecule involved
in the expression of other virulence factors. Pvd is secreted in the extracellular medium and is then taken back
to the cell via a mechanism that involved numerous proteins. In this work, we focused on the interaction network
between the proteins involved in iron release from Pvd. We also studied the dissociation mechanism of iron
from Pvd. Then, we tried to identify the secretion system involved in Pvd secretion.

Pseudomonas aeruginosa, iron, siderophores, pyoverdine




