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RESUME



CRISPR/Cas9 chez les Mollicutes : Du systéme naturel aux outils d'ingénierie de génome

Les systemes CRISPR/Cas sont largement représentés chez les bactéries et les archées et sont a la
base de mécanismes de défense adaptatifs contre 'ADN et '’ARN exogene. De par son intérét comme outil
génétique, le systéme CRISPR de type II de Streptococcus pyogenes a été particuliérement étudié. 11 est
composé principalement d’'une endonucléase Cas9 et d’'un sgRNA qui a pour réle de guider Cas9 jusqu’a une
séquence cible, la spécificité de reconnaissance dépendant également d’'une séquence NGG située en aval
appelée PAM. Les mollicutes sont des bactéries minimales, dépourvues de paroi et qui utilisent, pour la
plupart, un code génétique alternatif. Elles possedent de petits génomes riches en AT (~70-75%) allant de
0,58 a 2,2 Mpb. La plupart d’entre elles ont un mode de vie parasitique et sont des pathogénes d’'une grande
diversité d’hotes (plantes et animaux y compris humains). Chez la plupart des mollicutes, les possibilités
d’'ingénierie génomique restent limitées car la recombinaison homologue est peu efficace. Le but de ma
thése a été (1) de caractériser les systemes CRISPR/Cas9 des mollicutes, (2) de développer un outil
endogene CRISPR/Cas9 pour I'ingénierie de génome de mollicutes et (3) d’étendre cette boite a outils chez
certaines especes d'intérét pour lesquelles aucun outil génétique de précision n’était disponible.

La premiere partie de mon travail de thése était 'étude globale des systémes CRISPR chez les
mollicutes. Une reconstruction phylogénétique a permis de mettre en évidence une origine commune pour
tous les systémes CRISPR de mycoplasmes et deux origines pour les systémes de spiroplasmes. L’étude
structurale de la protéine Cas9 des mollicutes montre une forte proximité structurale avec la protéine Cas9
de Staphylococcus aureus al’exception du domaine PI qui intervient dans I'interaction avec la séquence PAM.
Ceci suggere que les séquences PAM des systémes de mollicutes sont sans doute trés différentes. Le systeme
CRISPR/Cas9 de Mycoplasma gallisepticum (Mgal), un pathogéne d’'oiseau, a ensuite été I'objet d'une étude
approfondie. Le systeme naturel a été démontré comme fonctionnel in vivo et le systéeme minimal composé
de la MgalCas9 et d'un sgRNA a permis d’induire un clivage de ’ADN in vitro. Une différence de séquence
PAM consensus a été observée entre deux souches de Mgal isolées de poulet et de pinson et a pu étre mise
en corrélation avec le récent changement d’héte du pathogéne et I'émergence de celui-ci dans les
populations de pinsons d’Amérique. Un plasmide « all-in-one » contenant le systeme a été congu, et la
fonctionnalité du systeme comme outil précis de clivage a été démontré dans différentes espéces,
notamment Mgal, Mycoplasma capricolum (Mcap), Mycoplasma pulmonis et Mycoplasma mycoides. Cet outil
de contre sélection a été appliqué a Mcap afin de curer son génome d’un élément mobile intégré de 23 kpb
(ICE). Finalement, pour pallier la faible efficacité de recombinaison des mycoplasmes, deux nouveaux outils
d’ingénierie génomique ont été mis au point. Un outil « CRISPR Base Editor », composé d’'une protéine Cas9
désactivée et fusionnée a une protéine de type déaminase, qui permet de faire des modifications de base de
maniere trés ciblée. La fonctionnalité de cet outil, trés efficace et simple d’utilisation, a été validée dans 3
espéces pathogénes majeures de mycoplasmes. Le second outil est basé sur I'importation d’un systéme de
recombinaison RecET issu de phages. Chez Mgal, cet outil d’'ingénierie de génome permet ainsi pour la
premieére fois de réaliser des modifications précises a plus grande échelle (délétions, insertions et
remplacements).

En conclusion, nos travaux ont concerné l'étude fonctionnelle des systemes CRISPR des
mycoplasmes et le développement d’outils d’ingénierie de génomes chez ces mémes bactéries. Ce travail
ouvre de manieére significative les possibilités d’études et d’utilisation des mycoplasmes pour des
applications biotechnologiques.
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CRISPR/Cas9 in mollicutes: From natural systems towards tools for genome engineering

CRISPR/Cas systems are widely represented in bacteria and archaea and provide them an
adaptative defense mechanism against exogenous DNA or RNA. Because of its wide use as a genome
engineering tool, type Il CRISPR system from Streptococcus pyogenes has been extensively studied. The
core system includes the endonuclease Cas9 and one sgRNA that drives Cas9 on a target site with a
recognition specificity depending on the NGG Protospacer Adjacent Motif (PAM). Mollicutes are
minimal bacteria that have no cell wall and most of them use an alternative genetic code. Their
genomes are AT rich (~70-75%) with a size ranging from 0.58 to 2.2 Mbp. Most of them have a parasitic
lifestyle and are pathogens of a wide host diversity including humans, other animals and plants. For
most mollicutes species, genome engineering currently remains challenging mainly because
homologous recombination is poorly efficient. The aim of my thesis was to (1) characterize
CRISPR/Cas9 systems of mollicutes, (2) develop a genome engineering tool based on endogenous
CRISPR/Cas9 system and, (3) extend the toolbox for some mycoplasmas of veterinary interest for
which any precise genetics tool was available.

The first part of my thesis work was a global survey of CRISPR systems in mollicutes. Complete
or degraded CRISPR systems were found in 21 out of the 52 representatives mollicutes species
included in the study. Phylogenetic reconstruction indicated a probable unique origin of mycoplasma
CRISPR/Cas9 systems while two different origins were predicted for systems present in spiroplasmas.
Comparison of the predicted structures Cas9 from mollicutes and Staphylococcus aureus showed a
strong structural proximity except for the PI domain that is involved in the interaction with the PAM
sequence. This suggests probable differences of PAM recognition specificity. We next focused on the
CRISPR/Cas9 system of the bird pathogen Mycoplasma gallisepticum (Mgal). The functionality of the
system was demonstrated in vivo and a minimal system including Cas9 and a sgRNA was designed and
evaluated in vitro. An extensive evaluation of the PAM motifs recognized by two MgalCas9 from two
distinct strains of Mgal isolated in chicken and house-finch was conducted using an in vitro cleavage
assay coupled with a deep sequencing strategy. A difference of PAM consensus was observed between
the two strains and was correlated with a recent host jump from chicken to American house-finch.
Next, a set of “all in one” plasmids was constructed and MgalCas9 was successfully used as a tool for
precise DNA cleavage in different mycoplasma species: Mgal, Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum (Mcap), Mycoplasma pulmonis et Mycoplasma mycoides subsp. mycoides. Using this counter
selection tool, we were able to cure the Mcap genome from a 23 kbp auto-excisable genetic mobile
element (ICE). In order to overcome the low efficiency of natural recombination in mycoplasmas that
limits genome engineering possibilities, I developed two new generations tools. The first one is a
“CRISPR Base Editor” consisting in an inactivated Cas9 protein that is fused to a deaminase protein
(pmcDA1). This hybrid enzyme allowed very specific base modification in the mycoplasma genome.
This simple tool was demonstrated to be highly efficient in three main pathogenic mycoplasmas,
opening new possibilities for their study. The second tool is based on the phage recombination system
RecET that was used to drive homologous recombination in mycoplasma. For the very first time in
Mgal, this tool allowed us to perform large scale and precise modifications (Insertion, deletion and
replacement).

In conclusion, my PhD thesis was dedicated to the studies of CRISPR system of mycoplasma
and the development of new precise genome engineering tools for these bacteria. This work opened
unprecedent possibilities for the study of pathogenic mycoplasmas and further biotechnological
applications.

Key words : CRISPR, Genome engineering, Mycoplasma, Mycoplasma gallisepticum
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aacA-aphD
AAV
ACT,GU
Abi
ABEs
Acr
ADN
ARN
ARNm
ARNt
BIM
BEs
BER
BRD

BS
CBEs
CRISPR
Cas
nCas9
dCas9
cat
crRNA
DR
EDTA

gRNA (sgRNA)

HBSS
HF
HGT
HR (HDR)
Indel
IL

IS
kpb
Mpb
ICE
JCVI
MGE
Mgal
Mmc

Mbov
NHE]
Nt
OriC

Geéne de résistance a la gentamycine
Virus Adéno-Associé

Adénine, cytosine, thymine, guanine, uracile
Abortive infection system

Systemes Adenine Base Editor
Anti-CRISPR

Acide désoxyribonucléique

Acide ribonucléique

ARN messager

ARN transfert

Bacteriophage insensitive mutants
Systemes Base Editor

Voie de réparation d’excision de base
Bovine respiratory disease

Biologie de Synthése (ou Biologie Synthétique)
Systemes Cytosine Base Editor
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CRISPR-associated gene

Cas9 nickase

Cas9 dead

Géne de résistance au chloramphénicol
ARN du CRISPR array

Direct Repeat

Ethyléne Diamine Tétra Acétate

Guide ARN

Hank’s Balanced Salt Solution

House Finch

Horizontal Gene Transfer

Homology Direct Repair
Insertions-délétions

Interleukine

Insertion Sequence

Kilo paire de bases

Méga paire de bases

Integrative and Conjugative Element
John Craig Venter Institute

Eléments génétiques mobiles
Mycoplasma gallisepticum

Mycoplasma mycoides subsp. capri
Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides
Mycoplasma bovis

Non Homologous End Joining
Nucléotide

Origine de réplication chromosomique



pac
PAM
PBS

Pb

PCR
PEG

Pgl
pegRNA

PPLO
PPCB
RT
R-M
ROS
SDS
SNV
SSAPs
SSR
TA
tet(M)
tracrARN
Tris
UFC

Geéne de résistance a la puromycine
Protospacer Adjacent Motif
Phosphate Buffered Saline

Paire de bases

Polymerase Chain Reaction (Réaction en chaine par polymérase)

Polyéthylene glycol

Phage growth limitation

ARN prime editing guide
Phosphorothioation
Pleuropneumonia-Like Organisms
Péripneumonie contagieuse bovine
Reverse transcriptase
Restriction-Modification

Dérivé réactif de I'oxygene
Dodécylsulfate de sodium

Single Nucléotide Variation
Phage-encoded ssDNA annealing proteins
Recombinases a Site Spécifique
Toxines-Antitoxines

Gene de résistance a la tétracycline
Trans-activating crARN
Tris-(hydroxyméthyl)-aminoéthane
Unité Formant Colonie
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Les Mollicutes représentent une classe de petites bactéries particulierement
fascinantes. Elles sont considérées comme les plus petites bactéries capables de se
multiplier en milieu axénique. Ce sont des bactéries ayant évolué principalement de
maniére régressive, c’est-a-dire par perte de genes. Les mollicutes ne possédent pas de
paroi cellulaire et ont de trés petits génomes (de 0,58 Mb a 2,2 Mb). La majorité des
espéces présente un mode de vie parasitaire et est retrouvée chez une grande diversité
d’organismes vivants comme les animaux (humains, mammiféres variés, insectes,
reptiles, oiseaux, etc.) ou les végétaux (vignes, citronniers, pins etc.). Ces bactéries
peuvent étre commensales et non pathogénes, mais malgré leur caractére minimal, elles
sont souvent responsables ou associées a de nombreuses maladies (Pleuropneumonie
contagieuse bovine, Flavescence dorée de la vigne, etc.) ayant des répercussions sur les
productions agricoles mais également sur la santé animale et humaine. Malgré leur
simplicité, les mollicutes sont également capables d’émerger dans de nouveaux hétes ce
qui explique en partie qu'’ils soient aussi répandus dans la nature. Un événement récent
de changement d’héte a notamment eu lieu en 1994 pour le mycoplasme pathogene
d’oiseaux Mycoplasma gallisepticum (Mgal), ce qui fait de cette bactérie, une des rares
especes a pouvoir étre suivie en temps réel lors d'un tel évenement. Il est donc important
d’étudier ces organismes pour comprendre l'interaction de ces bactéries avec les
différents hotes, identifier des facteurs de virulence et finalement développer des
méthodes de controdle efficaces des maladies qu’elles provoquent chez leurs différents
hotes. Les mycoplasmes, qui sont un groupe particulier de mollicutes, intéressent de
nombreux chercheurs avec notamment, 'avénement récent de la biologie des systémes et
la biologie de synthése. Les procédés complexes tels que la compréhension des
mécanismes cellulaires et I'étude de certaines voies métaboliques étant difficiles a étudier
dans des systémes complexes, I'utilisation d’organismes manipulables minimaux tels que
les mycoplasmes, est une option intéressante pour servir de modele a la compréhension

de tous ces mécanismes et des fonctions essentielles a la vie cellulaire.

Pour pouvoir manipuler génétiquement ces bactéries et en faire I'étude
fonctionnelle, des outils précis pour l'ingénierie de génomes sont nécessaires. Des
plasmides réplicatifs de type oriC et des plasmides intégratifs de types transposons sont
disponibles pour certaines especes, mais la recombinaison homologue n’étant pas assez
efficace chez les mollicutes, il est difficile de faire de l'ingénierie précise sur leurs

génomes. Les récentes avancées en biologie de synthése ont apporté des méthodes tres
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puissantes permettant par exemple la création de souches de mycoplasme dont le génome
a été reconstruit a partir d’oligonucléotides. Malheureusement, ces approches restent
longues et laborieuses a mettre en place pour de nouvelles especes, la limite étant la
transplantation de génome qui pour le moment n’est au point seulement que pour 4 des
5 especes pathogénes de ruminants du cluster Mycoides et trois espéces du groupe

phylogénétique Spiroplasma.

Les mycoplasmes sont importants sur les plans sanitaire et économique mais
malgré tout de maniére générale, aucuns traitements ou vaccins efficaces sont
disponibles. Ce développement doit passer par la compréhension de l'interaction hote -
bactérie de ces bactéries minimales qui est limité par le manque d’outils génétiques. Ainsi
ma thése a pour objectif de développer des outils d'ingénierie de génomes précis, pour de
nombreuses especes de mollicutes, particulierement pour les Mycoplasmes afin de

comprendre un évenement de changement d’hote sur le modéle de Mgal.

L’histoire évolutive des systemes de défense bactérien CRISPR corrélée au
changement d’héte de Mgal et 'avénement de ces systémes comme outil d'ingénierie de
génome a été le point de départ dans la construction de mon projet de thése qui
finalement est découpé en quatre parties, développées chacune dans mes chapitres 1, 2,

3 et 4 respectivement.

La premiere partie de mon travail de thése était 'étude globale des systémes
CRISPR chez les mollicutes par des approches de génomique comparée. Sur une sélection
de 52 especes représentatives de la classe Mollicutes, 21 espéces présentent un locus
CRISPR ou des vestiges de locus. Deux systémes distincts ont été identifiés, grace a des
analyses computationnelles. Le premier est retrouvé chez certains spiroplasmes et est
caractérisé comme un systeme CRISPR de type II-C; le second systéme présente les
caractéristiques d’un systeme CRISPR de type II-A. Une reconstruction phylogénétique a
permis de mettre évidence une origine commune pour tous les systémes de mycoplasmes
et deux origines pour les systémes de spiroplasmes. La présence de nombreux systémes
tronqués, I'absence du systéme CRISPR dans le cluster mycoides (malgré de nombreux
transferts horizontaux entre les especes présentes chez les ruminants par exemple) et la
présence de nombreux codons tryptophane UGA dans certaines séquences protéiques du
systeme, tendent a démontrer que le systeme est arrivé il y a longtemps chez les

mycoplasmes et qu'il était présent chez I'ancétre commun aux mycoplasmes. Malgré la
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réduction drastique des génomes caractéristique de 1'évolution des mycoplasmes, le
systeme a été maintenu dans différentes espéces, ce qui suggere qu’il est important et
certainement actif. La protéine Cas9 qui est conservée dans I'ensemble des systémes de
mycoplasme, la principale différence se situe sur les résidus du domaine PI qui a un role
dans la reconnaissance de la séquence PAM, pour la différenciation du soi et du non-soi
par le systeme CRISPR. Etant donné l'isolement génétique des mycoplasmes (les
transferts horizontaux vers d’autres especes étant vraisemblablement défavorisés a cause
du codon UGA codant un tryptophane et reconnu comme un codon stop dans les autres
espéces bactériennes), le systeme CRISPR pourrait étre unique et avoir évolué de maniére
intéressante. D’autres indices tendent a montrer qu’il est encore actif, au moins chez
certaines especes, comme chez Mgal, ou le systéme CRISPR montre une évolution rapide
suite a un changement d’hote, suggérant son importance dans la persistance de la
bactérie. Cette partie du travail a été initiée par un précédent doctorant de I'équipe, lason
Tsarmpopoulos (Theése soutenue en 2017) et par mon encadrant de these le docteur
Pascal Sirand-Pugnet et j’ai complété ce travail pendant la premiére année de ma these.
Ceci a conduit a une premiere publication (Ipoutcha et al. 2019) dans la revue

scientifique Frontiers in Microbiology.

Ce travail a introduit ma deuxieme partie de these qui est la caractérisation
fonctionnelle d'un systeme CRISPR-Cas9 de mycoplasme et son adaptation comme outil
génétique pour un large panel d’espéces de mollicutes. Dans un premier temps, il a été
question de démontrer la fonctionnalité du systéme CRISPR de Mgal S6. Grace aux
expériences préliminaires réalisées par lason Tsarmpopoulos, le systéme de défense de
la bactérie est apparu comme fonctionnel chez Mgal. Par la suite, apres des analyses de
génomique comparée, nous avons cherché a caractériser la séquence PAM de deux Cas9
provenant de deux souches de Mgal a I'aide d’'une méthode de clivage in vitro couplée a
du séquengage haut-débit. Ceci a permis de mettre en évidence une corrélation entre
I’évolution de la spécificité de la Cas9 et 'émergence du pathogene dans les populations
de pinsons d’Amérique. Des études approfondies laissent méme imaginer un role des
systemes CRISPR et autres systemes de défense pour I'’émergence dans un nouveau
contexte écologique tel qu'un changement d’héte, et dans 'adaptation de la bactérie a de
nouvelles contraintes environnementales telle que I'apparition d’'une population d’héte
plus résistante a la bactérie. Une fois la caractérisation fonctionnelle effectuée, I'objectif

de la transformation du systéme naturel en outil s’est concrétisé et un systeme minimal,
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composé de la protéine MgalCas9 et d'un ARN guide reconstitué (fusion des crRNA et
tracrRNA), a été testé a l'aide de multiples plasmides oriC «all in one » pour des
applications de contre-sélection dans des espéces de mycoplasmes éloignées
phylogénétiquement les unes des autres: Mgal, Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum (Mcap), Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma pneumoniae et Mycoplasma
mycoides subsp. mycoides (Mmm). L’outil a finalement été mis en application comme
preuve de concept pour la sélection de souche de Mcap curées de leur élément conjugatif
et intégratif (ICE). Ceci a permis d’ajouter ce systéme a la boite a outils pour I'ingénierie
génomique des mycoplasmes. Cette seconde partie du travail va permettre une deuxiéme

publication (Ipoutcha et al. 2022) qui est en cours de préparation.

Enfin les troisieme et quatrieme parties de ma these se sont développées autour
de la problématique liée au manque d’efficacité de la recombinaison homologue chez les
mycoplasmes, déja décrit dans la littérature, mais également vérifiée par I'impossibilité a
obtenir des recombinants a l'aide du systéme CRISPR développé dans la partie
précédente. Cela concerne l'extension de la boite a outils par la création d’outils
d’'ingénierie des mycoplasmes, notamment pour des especes vétérinaires majeures pour
lesquelles aucun outil de mutagéneése ciblée n’était disponible : Mgal, Mmm et Mycoplasma
bovis (Mbov). Ces trois pathogenes sont responsables de pathologies importantes d’un
point de vue économique et écologique chez les oiseaux (Mgal) d’'une part et chez les
ruminants (Mmm et Mbov) d’autre part. Cette partie a été développée par le docteur
Pascal Sirand-Pugnet et moi-méme avec les conseils du docteur Carole Lartigue. Deux
types d’approches trés différentes ont été évaluées en parallele. La premieére approche est
basée sur l'utilisation d'un systeme de recombinaison exogene phagique (type RecET)
pour réaliser des recombinaisons homologues et des modifications génomiques de tous
types (insertion, délétion et remplacement). Plusieurs systémes ont été identifiés et testés
chez Mgal. La fonctionnalité d’un de ces systémes nous a permis d’obtenir les premiers
mutants de maniere ciblée chez Mgal. Ces travaux font I'objet d'une troisiéme publication
(Ipoutcha et al. 2022) qui vient d’étre soumise au journal ACS Synthetic Biology. La
deuxieme approche est basée sur le systeme CRISPR et l'utilisation d’une version
désactivée de la protéine Cas9 de S. pyogenes fusionnée a une désaminase. Ceci permet
'obtention de mutations ponctuelles ciblées de type Cytosine en Thymine et Adénine en
Guanine. Ces systemes sont décrits comme simples et efficaces et permettent

I'inactivation ou la modification de génes sans avoir recours a des mécanismes de
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recombinaison. Nous avons testé ici aussi différents types de constructions dans Mgal,
Mmm et Mbov et un de ces systémes s’est montré fonctionnel dans les trois espéces. Le
développement de cet outil et son efficacité dans différentes especes de mycoplasmes
éloignées phylogénétiquement, nous a permis de réaliser une preuve de concept solide
qui suggeére le coté universel de cet outil pour la génomique fonctionnelle des mollicutes.
Cette derniére partie cloture finalement 'ensemble de mes objectifs de these, et sera
valorisée dans une quatriéme publication (Ipoutcha et al. 2022) qui est en cours de

rédaction.

L’ensemble de ce travail vise, d’'une part, a acquérir des connaissances sur
I'émergence de la bactérie Mgal dans un nouvel hote et d’autre part, a développer des
outils génétiques utilisables chez plusieurs especes de mycoplasmes dans le but final de

pouvoir les modifier, les étudier et développer des traitements et vaccins efficaces.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE : Généralités sur les mollicutes et les mycoplasmes

1. GENERALITES SUR LES MOLLICUTES ET LES MYCOPLASMES

1.1. Classification taxonomique et phylogénétique

Le terme Mollicutes vient du latin « mollis » signifiant peau et « cutis » signifiant molle. Les
Mollicutes sont donc une classe de bactéries ayant la « peau molle », en référence a
I'absence de paroi cellulaire caractéristique des bactéries appartenant a cette classe
(Razin, Yogev and Naot, 1998). Ce terme est apparu pour la premiere fois en 1967 et a
finalement été adopté par la communauté scientifique (Edward and Freundt, 1967). Cette
classe de bactéries a longtemps été assimilée aux mycoplasmes, qui ne représentent en
fait qu'une partie des mollicutes. La classe Mollicutes contient quatre ordres et a été
divisée sur des bases phylogénétiques et phénotypiques: les Mycoplasmatales, les
Entomoplasmatales, les Acholeplasmatales et les Anaeroplasmatales (Tully et al., 1993).
L’ordre I des Mycoplasmatales est un ordre avec des especes infectant principalement les
humains et les animauy, il est notamment composé des genres Ureaplasma et Mycoplasma
(May, Balish and Blanchard, 2014). L'ordre Il des Entomoplasmatales est quant a lui
composé des espéces associées majoritairement aux insectes et aux plantes. Il est
composé en partie par les genres Mesoplasma (seules espéces des ordres] et Il ne
nécessitant pas de cholestérol) et Spiroplasma (espéces caractérisées par une structure
hélicoidale). L’ordrelll des Acholeplasmatales regroupe des especes trouvées
principalement associées aux arthropodes et aux plantes. Il est caractérisé par des
especes ne nécessitant pas de cholestérol, mais également par des especes utilisant le
code génétique universel contrairement aux autres mollicutes ayant un codon UGA
alternatif codant le tryptophane (Yamao et al., 1985; Blanchard, 1990; Bové, 1993).
Finalement l'ordre IV des Anaeroplasmatales est un ordre regroupant des espéces

anaérobiques obligatoires (Tully et al., 1993).

D’'un point de vue évolutif, les mollicutes ont d’abord été considérés comme des
organismes primitifs descendants de I'ancétre bactérien sans paroi qui a ensuite donné
toutes les autres bactéries (Morowitz and Wallace, 1973), mais cette théorie a rapidement
été réfutée par 'analyse des ADNr 16s (Woese, Maniloff and Zablen, 1980) qui suggeére,
au contraire, que ces bactéries proviennent d’'une bactérie a GRAM positif et qu’elles ont
suivi une évolution dite régressive, c’est-a-dire s’accompagnant de pertes massives en

termes de répertoire de génes et de capacités métaboliques (Neimark, 1983). La
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Figure 1 : Arbre phylogénétique des Mollicutes. L.'arbre provient de Ipoutcha et al. 2019 et a
été généré a partir de la comparaison de 62 séquences protéiques orthologues impliquées dans la
traduction en utilisant la méthode maximum likelihood. Les principaux groupes phylogénétiques
sont indiqués, S, Spiroplasme, H, Hominis, P, Pneumoniae, AAP, Acholeplasma/Phytoplasma. Le
cluster Mycoides (M) appartenant au groupe phylognétique Sprioplasma est indiqué. Bacillus
subtilis a été utilisé comme outgroup. Les valeurs statistiques sont indiquées sur les branches. Les
hotes sont indiqués par des ronds colorés : Arthropodes en verts foncés, Ruminants en rose,
Rongeurs en rouge, Oiseaux en bleu, Autres mammiferes en violet, Humain en noir, Plantes en vert
clair, Crocodylidés en marron et Poissons en orange.
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comparaison des ADN ribosomiques a méme permis de déterminer un taux d’évolution
tres élevé chez les mycoplasmes (Woese, Stackebrandt and Ludwig, 1985; Delaney et al.,
2012) caractéristique non pas d’organismes primitifs comme énoncé dans la premiére
théorie, mais de bactéries tres évoluées comme cela est illustré par la longueur des
branches correspondant a ces bactéries dans les arbres phylogéniques (Ciccarelli et al.,
2006). Finalement, d’'un point de vue phylogénétique, la branche des mollicutes a dérivé
de celle des Firmicutes il y a environ 605 MA, une évolution régressive s’en est suivie
(Woese, Maniloff and Zablen, 1980; Weisburg et al., 1989; Maniloff, 2002; Sirand-Pugnet,
Citti, et al, 2007). Cette branche se serait ensuite séparée en deux il y a 470 Ma pour
donner la branche AAP (Acholeplasmataceae, Anaeroplasmataceae et Phytoplasma) et la
branche SEM (Spiroplasmataceae, Entomoplasmataceae et Mycoplasmataceae) (Figure 1).
Dans cette derniere, les Spiroplasmataceae - Entomoplasmataceae se seraient séparés des
Mycoplasmataceae il y a 410 Ma pour finalement donner les trois branches distinctes il y
a 170 Ma. Les Mycoplasmataceae ont également été séparés sur des criteres
phylogénétiques dans les groupes Pneumoniae (P), Hominis (H), Spiroplasma (S)
(Weisburg et al., 1989; Maniloff, 2002; Sirand-Pugnet, Citti, et al, 2007). Paradoxalement,
le groupe Spiroplasma regroupe les mollicutes des genres Spiroplasma, Mesoplasma,
Entomoplasma et une partie des mycoplasmes. Ces derniers sont tous associés a des
ruminants, les plus importants d’'un point de vue vétérinaire étant regroupés dans le
cluster Mycoides (M). Les mycoplasmes du cluster Mycoides sont peu différentiables en
comparant les ADNr 1685, et il a fallu attendre des approches moléculaires plus poussées,
par exemple la MLST (multi locus sequence typing) (Manso-Silvan, Perrier and
Thiaucourt, 2007) pour clarifier les relations taxonomiques et phylogénétiques au sein de
ce dernier groupe (Manso-Silvan et al,, 2009). Derniérement la place du cluster mycoides
au sein de la branche des spiroplasmes a suscité des divergences d’opinions entre
quelques chercheurs proposants une reclassification taxonomique (Gupta et al, 2018).
Celle-ci a majoritairement été rejeté par la communauté des mycoplasmologistes qui
prone la simplicité afin de ne pas amener de la confusion dans la taxonomie de la classe

Mollicutes (Balish et al., 2019).

Au cours de ce manuscrit, les mycoplasmes qui sont I'objet principal de ma thése seront

particulierement détaillés.
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1.2. Caractéristiques générales
1.2.1. Epidémiologie et habitat

Les mollicutes sont des organismes considérés comme minimaux de par leurs
morphologies et la taille de leurs génomes. Les mycoplasmes sont notamment considérés
comme les plus petites bactéries capables d’autoréplication (Fraser et al., 1995; Peterson
and Fraser, 2001; Sirand-Pugnet, Lartigue, et al,, 2007). Malgré tout, les mollicutes sont

associés a de tres nombreux hotes et habitats différents.

La branche des AAP qui regroupe les acholeplasmes, les anaéroplasmes et les
phytoplasmes, sont tout particulierement retrouvés au sein de plantes dans lesquelles ils
peuvent causer différents types de symptomes comme des perturbations hormonales,
une virescence ou une stérilité (Gasparich, 2010). IIs sont disséminés de plantes a plantes
par des insectes vecteurs dans lesquels ils ne produisent pas de symptémes et sont
souvent des commensaux de 'estomac ou des glandes salivaires (Razin, Yogev and Naot,
1998). Par exemple, le phytoplasme de la flavescence dorée (FD) qui est étudié dans
I'équipe est un phytoplasme de la vigne transmis principalement par un insecte vecteur,
la cicadelle Scaphoideus titanus. 11 est responsable de la FD qui est considérée comme une
maladie de quarantaine par des directives européennes et peut entrainer des pertes

considérables dans les vignobles (Malembic-Maher et al., 2020).

Les spiroplasmes sont des mollicutes commensaux, pathogenes ou endosymbiotes
d’arthropodes (Perilla-Henao and Casteel, 2016). Contrairement aux phytoplasmes, seuls
trois espéces sont des pathogenes de plantes (S. citri, S. kunkelii, and S. phoeniceum). C’est
lorsqu’ils vont passer la barriere de 'hémolymphe qu’ils vont étre disséminés et se
retrouver dans divers habitats, dans lesquels ils peuvent étre responsables de maladies.
S. citri, responsable de la maladie du stubborn chez le citronnier, est transmis par la
cicadelle Circulifer haematoceps (Cole et al, 1973; Gasparich, 2010). Il est responsable
chez les agrumes de symptémes tels qu'un nanisme accru des plantes additionné d’'une
perturbation de la fleuraison et de la fructification. De nombreuses espéces de
spiroplasmes sont retrouvées dans les crustacés (Spiroplasma panaei) ou d’autres

animaux (Spiroplasma mirum).

Enfin les mycoplasmes sont des mollicutes infectant une grande diversité de métazoaires.

On les retrouve notamment chez les poissons (Mycoplasma mobile), les reptiles
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Especes Groupes phylogénétiques [Tailles génomes (Mb) |G + C (%) [Hote
Mycoplasma mycoides subsp. capri Spiroplasma 1,08 24 Ruminant
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides |Spiroplasma 1,20 24 Ruminant
Mesoplasma florum Spiroplasma 0,79 27 Insecte
Spiroplasma citrii Spiroplasma 1,64-2,16 25 Plante - Insecte
Mycoplasma mobile Hominis 0,78 25 Poisson
Mycoplasma hyopneumoniae Hominis 0,89 28 Cochon
Mpycoplasma pulmonis Hominis 0,96 27 Rongeur
Mpycoplasma synoviae Hominis 0,80 28 Oiseau
Mycoplasma agalactioe Hominis 0,88 30 Ruminant
Mpycoplasma penetrans Pneumoniae 1,36 26 Humain
Mpycoplasma gallisepticum Pneumoniae 0,92-1,01 31 Oiseau
Mpycoplasma pneumoniae Pneumoniae 0,82 40 Humain
Mycoplasma genitalium Pneumoniae 0,58 32 Humain
Ureaplasma urealyticum Pneumoniae 0,75 25 Humain
Phytoplasma Aster Yellows Phytoplasma 0,71 27 Plante - Insecte
Acholeplasma laidlawii Acholeplasma 1,50 32 Animaux

Table 1 : Caractéristiques générales des génomes de mycoplasmes.
Adapté de Sirand-Pugnet et al. 2007
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(Mycoplasma crocodyli), les oiseaux (Mgal) ainsi que les mammiferes (ruminants,
cochons, humains...). Les mycoplasmes peuvent étre commensaux ou non et peuvent
provoquer des maladies. Ils sont la plupart du temps tissues et organes spécifiques ce qui
est lié a leurs modes de vie parasitique (Razin, Yogev and Naot, 1998). Par exemple,
Mycoplasma hominis est un mycoplasme humain, commensal de la flore vaginale qui, lors
d’'un déséquilibre de la flore vaginale peut étre associé a une vaginose bactérienne (Waites

and Talkington, 2005).

Comme on peut le voir dans la Figure 1 et la Table 1, les mollicutes sont retrouvés dans
un trés large panel d’hotes, et on peut penser que de nombreuses especes restent encore
inconnues. Actuellement, plus de 300 espéces de mollicutes sont recensées au NCBI et
parmi elles, plus de 150 sont des espéces de mycoplasmes. Outre les habitats dans
lesquels on les retrouve naturellement, les cultures cellulaires se trouvent également étre
un habitat fréquent de certains mycoplasmes. En effet de nombreuses espéces sont
retrouvées comme contaminants de culture, c’est notamment le cas de Mycoplasma

hyorhinis et Mycoplasma arginini (Razin, Yogev and Naot, 1998).

Les especes de mollicutes ne sont pas toutes cultivables en laboratoire in vitro. Les milieux
utilisés sont riches et la vitesse de croissance est généralement plutdt lente (entre 0,5 et
6 h de temps de génération). La source d’énergie utilisée est le plus souvent le glucose
chez la majeure partie des especes, mais parfois certaines especes peuvent utiliser
I'arginine comme M. hominis ou I'urée comme Ureaplasma urealyticum (Razin, Yogev and

Naot, 1998).
1.2.2. Génomes de mycoplasme, une évolution régressive...

Les mollicutes sont des organismes avec des génomes tres petits allant de 564 kb pour
Mycoplasma parvum (NC_022575.1) a 2,22 Mb pour Spiroplasma ixodetis (Tully et al.,
1995). Les génomes de Mollicutes et de mycoplasmes ont un taux tres faible de GC : allant
de 22,4 % pour Mycoplasma collis (GCA_000701825.1) a 40 % pour M. pneumoniae avec
un % médian de 27,7 % (Table 1) (Sirand-Pugnet, Citti, et al, 2007). Cet effet serait le
résultat d'une pression de sélection AT pendant I'évolution (Muto and Osawa, 1987), qui
aurait alors favorisé I'apparition de codons riches en AT et provoqué un biais de codon
important chez de nombreuses espéces de mycoplasmes. Ainsi, peu de codons de type
GGN, CCN, GCN et CGN et donc peu d’acides aminés de type Glycine, Proline, Alanine et

Arginine sont retrouvés au sein des séquences protéiques de mycoplasmes (Razin, Yogev
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and Naot, 1998). Le codon CGG aurait méme quasi-disparu chez Mcap (Krishnakumar et
al, 2013). Cette pression de sélection AT est probablement a l'origine d'une autre
caractéristique des génomes de mollicutes : I'utilisation d’'un code génétique atypique ou
le codon UGA code un tryptophane au lieu d'un codon-stop (Yamao et al., 1985; Blanchard,
1990), I'exception vient de 'ordre Acholeplasmatales avec les genre Acholeplasma et
candidatus Phytoplasma (Bové, 1993; Dybvig and Voelker, 1996). La perte de nombreux
genes au cours de l'évolution des mycoplasmes a également eu de nombreuses
conséquences sur ces bactéries. En effet, de nombreuses voies métaboliques classiques
non essentielles ont disparu, par exemple les enzymes nécessaires a la production d'une
paroi (Dybvig and Voelker, 1996). D’autres pertes comme celles d’enzymes ayant un réle
dans la synthese d’acides aminés, de petits métabolites, de nucléotides ou de lipides sont
observées (Grosjean et al, 2014) et ceci peut étre mis en lien avec le mode de vie
parasitique des mycoplasmes ou les milieux de cultures trés riches qui sont nécessaires
pour leur croissance en laboratoire. Certains mycoplasmes sont intracellulaires et
peuvent étre retrouvés dans des cellules eucaryotes c’est le cas de Mgal, Mycoplasma
genitalium ou Mycoplasma penetrans (Lo et al, 1992; Jensen, Blom and Lind, 1994;
Winner, Rosengarten and Citti, 2000), ce qui facilite certainement I'acces a de nombreux
facteurs nécessaires a leur croissance. L’ancétre des mycoplasmes a également perdu
plusieurs enzymes nécessaires a la réparation de I'’ADN et notamment pour la
recombinaison homologue. En effet, chez les différentes especes de mycoplasmes, entre
15 et 24 enzymes sont impliquées dans différentes voies de réparation de I'’ADN, contre
73 chez Escherichia coli ou 45 chez Lactobacillus plantarum (Carvalho et al, 2005). La
recombinaison médiée par RecA serait bien présente dans plusieurs especes de
mycoplasmes, mais il semblerait que son réle soit lié a la variation antigénique et non a la
réparation de 'ADN comme cela a pu étre montré chez M. genitalium (Burgos et al., 2012).
Les autres voies de réparation sont également toutes réduites, seule la voie de réparation
par excision de nucléotide semble intacte. Quelques protéines de la voie de réparation
d’excision de base (BER) peuvent également étre identifiées et pourraient complémenter
la voie NER. Cette faible capacité a réparer ’ADN entraine une accumulation de mutations
et par la suite, I'élimination de génes sans utilité. Ceci peut expliquer I'évolution
dégressive et rapide des génomes de mycoplasmes (Carvalho et al.,, 2005; Sirand-Pugnet,

Lartigue, et al., 2007).
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1.2.3. ...accompagnée de nombreuses acquisitions

Contrairement a la vision qui a prévalu pendant des années, I'évolution des mollicutes ne
peut étre réduite a une réduction inexorable de leur génome et des phénoménes
d’acquisition de génes par transfert horizontal de génes (HGT) ont été identifiés. Les HGT
sont connus comme étant le principal mécanisme d’évolution chez les bactéries (Koonin,
2019) mais les transferts horizontaux de mycoplasmes vers d’autres bactéries ne sont
pour le moment pas décrits dans la littérature. Les génes de mycoplasmes et plus
largement de mollicutes, au cours de I'évolution ont massivement été transformé. Suite
au biais de codon important, le codon tryptophane TGG a par exemple été remplacé par
un codon TGA qui est reconnu chez la majorité des autres espéces bactériennes comme
un codon stop. Ainsi les transferts de géne de mycoplasmes vers d’autres especes
bactériennes sont quasi-impossibles puisque I'espece receveuse ne devrait pas avoir
d’avantages conséquents pour le maintien d’'un géne de mycoplasme probablement
tronqué par des codon TGA. Les mollicutes sont susceptibles de recevoir des éléments
génétiques mobiles, mais il est peu probable que d’autres especes bactériennes
conservent en retour ce qui pourrait provenir de mollicutes. En revanche, des HGT
provenant d’autres bactéries vers les mycoplasmes (Omelchenko et al., 2003; Ganter et
al, 2019) ou entre mycoplasmes ont été identifiés par analyses comparées des génomes.
Les HGT sont particulierement suspectés entre bactéries partageant une méme niche
écologique par exemple entre les especes Mgal et Mycoplasma synoviae chez 'oiseau
(Vasconcelos et al., 2005), également chez Mycoplasma agalactiae dont le génome serait
composé a 16% de morceaux d’autres espéces de mycoplasmes de ruminants (Sirand-
Pugnet, Citti, et al,, 2007; Citti et al, 2018) ou méme entre M. hominis et Ureaplasma
parvum chez 'homme (Pereyre et al., 2009). Ces échanges d’ADN ne sont pas forcément
associés a des éléments mobiles comme cela peut étre le cas chez M. genitalium (Torres-
Puig et al, 2018) ou chez Mbov (Garcia-Galan et al.,, 2021). En revanche pour des échanges
de grands fragments d’ADN, ils sont associés a divers éléments mobiles (Sirand-Pugnet,
Lartigue, et al, 2007; Dordet-Frisoni et al, 2019). En effet au sein des génomes de
mycoplasmes on trouve différents éléments mobiles. Les éléments intégratifs et
conjugatifs (ICE) sont les principaux éléments mobiles retrouvés chez les mycoplasmes.
Les ICE sont des éléments mobiles qui codent pour leur propre excision, leur transfert et

'intégration dans un autre génome (Wozniak and Waldor, 2010). Le premier ICE identifié
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chez les mycoplasmes est celui de Mycoplasma fermentans présent en 4 copies; il
représente preés de 8% de son génome (Calcutt, Lewis and Wise, 2002). De nombreuses
études bio-informatiques mais aussi fonctionnelles ont permis de montrer que les ICE
sont répandus chez les mycoplasmes et on les retrouve dans les différents groupes
phylogénétiques (Tardy et al., 2015). IIs peuvent étre entiers et actifs ou tronqués et ont
des tailles comprises entre 20 et 30 kb (Marenda et al.,, 2006; Sirand-Pugnet, Citti, et al.,
2007; Nouvel et al., 2010; Dordet Frisoni et al., 2013; Dordet-Frisoni et al., 2014; Citti et
al, 2018). Ces éléments permettent ainsi, le transfert de genes qui sont compris dans I'ICE
d’'une espéce a l'autre. La présence d'une ICE peut également permettre 'échange de
fragments d’ADN provenant de n'importe quelle partie du génome, cela a récemment été
montré chez M. agalactiae et Mbov (Dordet-Frisoni et al., 2014; Garcia-Galan et al., 2021).
D’autres éléments mobiles sont retrouvés chez les mycoplasmes comme des IS (séquence
d’insertion) et des prophages. Peu de phages de mycoplasmes ont pour le moment été
identifiés malgré la grande diversité d’hotes infectés par ces bactéries. Seuls quatre
phages ont été identifiés: le phage Brl retrouvé chez Mycoplasma bovirhinis; les
prophages MAV1/MFV1 qui ont été identifiés chez Mycoplasma arthritidis et M.
fermentans qui sont tres proches, et qui sont distribués chez différentes especes de
mycoplasmes (MHoV1 chez M. hominis); les prophages MAgV1 identifiés chez M.
agalactiae mais présents dans le génome d’autres especes ; et finalement le prophage P1

de M. pulmonis (Citti et al., 2020).

Pour conclure sur ces aspects, il est vrai que les mollicutes sont dotés de petits génomes
qui résultent d’'une évolution par perte massive de génes. Cependant, on se rend compte
de plus en plus que de nombreux éléments mobiles sont présents au sein de leurs
génomes, ce qui leur permet de réaliser de nombreux échanges d’ADN et d’évoluer
rapidement. L'ensemble de ces échanges peut aboutir a des génomes dits mosaiques
composés d’éléments génétiques provenant de plusieurs espéces ou souches différentes
(Garcia-Galan et al, 2021). Ceci peut rendre les analyses phylogénétiques de

mycoplasmes plus complexes

1.3. Objets d’études

Les mollicutes, et particulierement les mycoplasmes, sont des especes pouvant servir de
modeles pour I'étude de nombreux phénomenes biologiques. En tant qu’organismes

minimaug, ils peuvent notamment étre utilisés pour comprendre les principes méme de
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Figure 2 : Détermination des genes essentiels chez Mesoplasma florum. Adapté de Baby
etal. 2018 ; NC: Non-Core; C: Core ; NE : Non-essentiel ; E : Essentiel. A- Représentation des
résultats d’essentialité des génes par mutagenése a saturation chez Mesoplasma florum. B-
Distribution de I'ensemble des génes selon leur classification.
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lavie. Les connaissances fondamentales acquises pourront a terme servir a une meilleure
compréhension de la relation hote-pathogene et ainsi a combattre les especes les plus

pathogénes.
1.3.1. Etude d’organismes minimaux et biologie de synthese

Comme expliqué précédemment, les mycoplasmes sont des organismes aux génomes
réduits naturellement et malgré une perte massive de nombreux genes non essentiels, les
mycoplasmes ont conservé les éléments nécessaires pour leur survie ainsi que leur
capacité a infecter le large panel d’hote que I'on connait. On estime qu’au minimum 256
et au maximum 422 geénes, seraient essentiels chez les mycoplasmes (respectivement
chez M. genitalium et M. pulmonis)(Mushegian and Koonin, 1996; Dybvig et al, 2010;
Grosjean et al.,, 2014). Chez Mesoplasma florum, 290 genes sont essentiels a la croissance
en laboratoire (Figure 2) et parmi ceux-1a, 25 sont spécifiques a Mesoplasma florum et
n’appartiennent pas au core génome des mollicutes (Matteau et al,, 2017). En comparant
le nombre de CDS aux genes essentiels estimés, il est admis que les mycoplasmes ont tout
de méme conservé de nombreux génesayant certainement des réles dans d’autres
conditions de croissance notamment en milieu naturel : 482 CDS sont estimés chez M.
genitalium et 783 CDS chez M. pulmonis (Dybvig et al., 2010; Grosjean et al., 2014). Ces
génomes de mycoplasmes dits minimaux peuvent étre toutefois encore réduits en
laboratoire et cela a par exemple conduit a la construction de la bactérie au génome
synthétique JCVI-Syn3.0 (530kb), a partir du génome de Mycoplasma mycoides subsp.
capri de plus de 1Mb (Hutchison et al, 2016). Le groupe des mycoplasmes est une
référence en terme de simplicité pour I'étude des différents mécanismes cellulaires les
plus répandus dans le monde du vivant comme I'étude du set de génes minimal pour la
traduction chez M. genitalium qui aurait 144 CDS contre 228 pour Escherichia coli et 210
pour Bacillus subtilis (Grosjean et al., 2014). Chez M. pneumoniae, une étude approfondie
démontre la présence d’ARN non codants dans ces bactéries minimales ainsi que
I'importance particuliére des petites ORF de moins de 100 résidus qui sont

proportionnellement plus essentielles que les autres ORF (Lluch-Senar et al,, 2015).

Outre I'aspect fondamental de « compréhension de la vie », ces organismes minimaux
intéressent aussi de nombreuses équipes pour des applications biotechnologiques
nécessitant des approches de biologie de synthése. Un axe majeur de la biologie de

synthese est la construction de chéassis bactériens possédant un génome minimal
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nécessaire a sa survie, dans lequel on va pouvoir insérer des modules génétiques afin
d’ajouter une fonction particuliére a cet organisme et qui sera finalement comparable a
une usine de production. La construction de toutes les piéces d'un chéssis bactérien fait
partie des objectifs a long terme, mais actuellement, les connaissances nécessaires pour
la construction d’'une cellule synthétique ne sont pas suffisantes. Des stratégies plus
classiques, reposant sur des bactéries non réduites sont en cours de développement avec
l'utilisation d’espéces non pathogenes comme, par exemple, Staphylococcus epidermidis,
utilisée comme vecteur pour une thérapie contre certains cancers (Charbonneau et al.,
2020). En revanche, utiliser une bactérie pourvue de toutes ses « capacités génétiques »
naturelles peut poser des problemes d’une part éthique, avec la possibilité de libérer un
organisme vivant non-naturel, mais aussi des problémes d’interférence entre les voies
métaboliques ou les fonctions ajoutées et les voies déja présentes. Les mycoplasmes et les
mollicutes en général, possédent naturellement des génomes réduits qui utilisent
également un code génétique alternatif limitant les risques de transferts horizontaux de
genes vers d’autres especes bactériennes hors mollicutes. IIs sont donc potentiellement
des « quasi-chassis » naturels trés intéressants. Plusieurs groupes travaillent sur la
compréhension approfondie d'une espéce particuliére pour des applications dans le
domaine de biologie de synthése et au-dela, comme le groupe de Sébastien Rodrigue
(Université de Sherbrooke, Canada) sur Mesoplasma florum ou le groupe de Luis Serrano
(Center for Genomic Regulation, Barcelone, Espagne) sur M. pneumoniae. Récemment, les
nombreux développements et travaux fondamentaux réalisés sur ce mycoplasme ont
permis de mettre en place une preuve de concept pour son utilisation comme chassis de
sécrétion de molécules pour combattre les biofilms bactériens présents lors d’infection a

Staphylococcus aureus, un probleme clinique important (Garrido et al., 2021).
1.3.2. Relation hote-pathogéne et virulence

Paradoxalement a leur génome dit minimal, les mycoplasmes sont capables d’infecter, de
s’adapter et de persister chez de trés nombreux hétes et niches écologiques, provoquant
ou non des maladies. Ceci nécessite la présence de facteurs de virulence et d’adaptation a
I’héte, pour s’y installer et pour y persister. Les facteurs de virulence tels que des toxines
ne sont qu’exceptionnellement décrits chez les mycoplasmes, et ce sont le plus souvent
les réponses immunitaires exacerbées qui sont a l'origine des dommages liés aux

infections a mycoplasmes (Razin, Yogev and Naot, 1998; Yiwen et al,, 2021).
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1.3.2.1. Facteurs de virulence

Les principaux facteurs de virulence de ces bactéries sont associés a leurs capacités a
infecter et persister au sein d'un héte. L'adhérence est un des processus les plus
importants a I’établissement de la bactérie chez son héte. De nombreuses adhésines et
protéines de surface différentes selon les espéces sont impliquées dans I'adhérence des
mycoplasmes aux cellules épithéliales de I'organe qu’il infecte, mais également aux
cellules immunitaires. Le cytosquelette présent chez certaines espéces comme M.
pneumoniae joue un réle dans cette adhérence via la polarisation de la localisation des
adhésines, mais la plupart des autres ne possédant pas de cytosquelette sont tout de
méme capables d’adhérer aux cellules (Razin, Yogev and Naot, 1998; Balish, 2014).
L’adhésion est la premiére étape importante permettant pour le développement de
I'infection. Ensuite, différents meécanismes d’évasion et modulation du systeme
immunitaire, bien connus chez les mycoplasmes, vont étre a 'origine de la persistance des
bactéries et donc de la chronicité des infections dans l'organe cible et méme dans
différents organes de 'héte.

La production de biofilm par exemple (McAuliffe et al, 2006), est caractérisée chez
plusieurs espéces et permet une résistance accrue a de nombreux facteurs
environnementaux.

Certains mycoplasmes peuvent étre trouvés dans des cellules eucaryotes, phagocytaires
ou non, ce sont des bactéries intracellulaires facultatives, c’est par exemple le cas de M.
penetrans, M. genitalium, Mycoplasma hyopneumoniae et de Mgal (Lo et al., 1992; Jensen,
Blom and Lind, 1994; Razin, Yogev and Naot, 1998; Winner, Rosengarten and Citti, 2000;
Razin and Hayflick, 2010; Raymond et al., 2018). Ce phénoméne d’invasion cellulaire
permet le passage de la barriere épithéliale pour se disséminer dans 'organisme, mais
également d’établir une niche écologique pour l'organisme qui n’est plus directement
menacé par le systétme immunitaire. Il va subsister de cette maniere et ceci peut
également étre a I'origine d’infections chroniques.

La variation antigénique de surface est un des mécanismes majeurs permettant la
diversification de la population de mycoplasmes afin d’échapper a une réponse spécifique
du systeme immunitaire. Celle-ci est notamment due a la présence, de nombreuses copies
variantes de génes codant ces protéines dans les génomes de mycoplasmes. Plusieurs
mécanismes régissent celle-ci (Citti, Nouvel and Baranowski, 2010; Arfi et al, 2021) : (i)

le premier est un changement par insertion ou délétion qui se produirait au niveau des
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Figure 3 : Représentation schématique des principaux facteurs de virulence identifiés chez
Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma mycoides subsp. mycoides et Mycoplasma bovis. Les
principaux mécanismes sont représentés en gras : L’inhibition de la phagocytose, I'invasion cellulaire,
I'immunomodulation, I'induction de 'apoptose, l'inhibition de la dégranulation, I'induction de la
cytotoxicité par le réticulum endoplasmique, la formation de biofilm, la production de protéines
variables de surface, la production de nucléases, d’adhésines, de lipoprotéines, le clivage des anticorps,
la production d’'une capsule de polysaccharides et la production de molécules cytotoxiques. La bactérie
est représentée en vert, les cellules épithéliales en orange, les cellules immunitaires innées en jaune et
les cellules immunitaires adaptatives en bleu.
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promoteurs des différentes copies de génes et qui permet I'activité ou non du promoteur
et donc la transcription ou non de la copie; (ii) le second mécanisme est basé sur la
recombinaison site-spécifique médiée par exemple par la protéine Xer1 chez M. pulmonis,
ol les copies sontinactives et recombinent sur un site ou un promoteur unique qui permet
I'expression de la copie présente; (iii) le dernier mécanisme a été décrit chez M.
genitalium, et est médié par la recombinaison de différents morceaux de copies du gene
afin de générer des variations et des génes mosaiques (Citti, Nouvel and Baranowski,
2010; Arfi et al, 2021). Plus récemment, il a été montré que d’autres mécanismes,
n’'agissant pas au niveau génomique, pouvaient également étre responsables de la
diversification des protéines de surfaces. Chez les mycoplasmes, 'absence de aminoacyl-
tRNA synthetases entraine des erreurs fréquentes sur I'acylation des acides aminés sur
les tRNA et par conséquence des erreurs de traduction plus fréquentes (L. Li et al., 2013).
Des modifications protéolytiques sont également caractérisées ce qui permet la encore de
diversifier la population de protéines de surfaces comme cela a pu étre montré avec la
serine protéase S41 chez Mcap (Ganter et al.,, 2019).

Outres les protéines d’adhésion et les protéines variables de surface, des facteurs de
virulence permettant de piéger et/ou de cliver les anticorps ont récemment été
caractérisés chez les mycoplasmes : par exemple chez M. genitalium la protéine M (Grover
etal, 2014) ou de fagon plus répandue chez plusieurs especes de mycoplasmes le systeme
MIB-MIP (Arfi et al., 2016; Nottelet et al., 2021). Ce dernier est notamment capable de lier
grace a la protéine MIB un anticorps déja fixé a son antigene, de le détacher et de le cliver
al’aide de la protéine MIP.

De nombreux autres facteurs de virulence plus ou moins spécifiques de certaines especes
sont connus. La production d’H202 en est un, méme si son mode d’action et son réle dans
la virulence n’est pas toujours bien claire. La cytotoxicité sur les cellules de I'immunité a
parfois été démontrée par le biais de la production d’H202 (Pilo et al.,, 2005; Szczepanek
et al, 2014). D’autres facteurs plus ou moins connus sont capables d’induire de la

cytotoxicité allant jusqu’a I'apoptose des cellules eucaryotes.

Les mycoplasmes ont finalement un large panel de facteurs de virulence qui leur permet
d’infecter et se maintenir dans ’héte. Tous ne sont pas encore connus ou résolus et feront
'objet d’études dans les prochaines années. Les facteurs retrouvés chez nos trois especes

d’intéréts sont décrits par la suite et représentés Figure 3.
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1.3.2.2.  Interaction avec le systéme immunitaire

Tout d’abord lI'immunité innée est composée majoritairement par la réponse des
macrophages, des neutrophiles et des Lymphocytes NK (natural Kkillers). Ces cellules
peuvent reconnaitre les mycoplasmes grace aux récepteurs de type TLR (Toll like
receptor) qui reconnaissent des structures conservées entre microbes (Shimizu, Kida and
Kuwano, 2005). Une fois reconnues, elles sont en capacité de produire des signaux pour
détruire les micro-organismes par endocytose et production de molécules cytotoxiques.
Les neutrophiles peuvent également produire des NETs (Neutrophil Extracellular Traps)
lors de la nétose, ou un amas de longs fragments d’ADN et de protéines diversifiées
produit par les neutrophiles vont piéger et détruire les agents pathogenes
extracellulaires. Ces signaux peuvent également participer a la signalisation a I’échelle de
'organisme pour déclencher par exemple la réponse inflammatoire avec la production de
TNF-a et autres cytokines pro-inflammatoire (II-1f3, IL-8 etc.) puis la réponse adaptative
spécifique médiée principalement par les lymphocytes B et lymphocytes T (Qin, Chen and
You, 2019; Di Federico et al, 2020; Baquero et al, 2021). L’'H202 produit par les
mycoplasmes serait également a l'origine de l'expression de TNF« et du facteur de
transcription NFkB qui induit I'inhibition de 'apoptose et I'activation des macrophages
(Blotz and Stiilke, 2017). L’ATPase F1F0 ferait aussi 'objet de la reconnaissance par
certains TLR présents sur les cellules de 'immunité innée et entrenerait I'activation du
NFKB (Shimizu, Kida and Kuwano, 2005). Malgré tout cela, les mycoplasmes parviennent
a survivre et se propager et ceci va engendrer une augmentation de la destruction des
tissus (Razin, Yogev and Naot, 1998; Qin, Chen and You, 2019). Comme on a pu le voir
précédemment, plusieurs facteurs de virulence de mycoplasmes permettent d’échapper
au systéme immunitaire de I'hote et de persister. L'invasion cellulaire, la production de
biofilm, les protéines variables de surface sont, en partie, responsables mais de
nombreuses interactions entre les mycoplasmes et le systéme immunitaire de ’hote (dont
le clivage des anticorps par MIB-MIP) sont désormais caractérisées ce qui participe
grandement a leur pathogénicité (Razin, Yogev and Naot, 1998; Yiwen et al, 2021). En
effet, la plupart des espéces de mycoplasmes interagissent avec les cellules du systeme
immunitaire, conduisant a une modulation de la réponse de I'h6te et une augmentation
des chances de persistance de la Dbactérie. Ces différents mécanismes
immunomodulateurs sont loin d’étre entiérement compris tant la relation entre la

bactérie et le systétme immunitaire est complexe. Plusieurs facteurs sont notamment
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responsables de la régulation négative de la réponse de I'hdte, par exemple, M. hyorhinis
possede une protéase capable de dégrader I'lL-2 qui est un stimulateur de la prolifération
lymphocytaire (Razin, Yogev and Naot, 1998). La lipoprotéine de surface p68 chez M.
hyopneumoniae ou p48 chez M. fermentans sont également capables d’induire I'apoptose
de nombreuses cellules de 'immunités tout en maintenant 'induction de la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-13 et le TNFa (Qin, Chen and You, 2019; W.
Liu et al, 2019). Certaines especes de mycoplasmes peuvent induire la sécrétion par les
cellules dendritiques d’IL-10 qui est une cytokine anti-inflammatoire, c’est notamment le
cas de M. hominis (Goret et al,, 2017). Un mécanisme d’inhibition de I'activation des L1/s

est également décrit pour plusieurs especes de mycoplasmes (Qin, Chen and You, 2019).

Cette interaction est a I'origine de nombreuses recherches chez les mycoplasmes pour
comprendre comment ces organismes minimaux peuvent se retrouver et infecter une

gamme d’hétes aussi large.

Finalement, les traitements antibiotiques étant limités et entrainant l'apparition de
nombreuses résistances dans le temps chez les mycoplasmes (Pereyre and Tardy, 2021),
la compréhension de la virulence et de la relation entre ’hote et le mycoplasme permettra
le développement de traitements contre ces infections et particulierement le
développement de souches vaccinales qui pour le moment ne sont que pas ou peu

efficaces pour la majorité des espéces pathogenes importantes.

1.4. Mycoplasma gallisepticum

Mgal a été décrit pour la premiére fois en 1905 en Angleterre, associé a une maladie
observée chez la dinde. Ce n’est qu'en 1943 que cette bactérie a été cultivée a partir
d’isolats de poulet infecté (Ley, 2013). C'est aujourd’hui une des especes de mycoplasmes
les plus étudiées et ayant un impact important dans le monde agro-industriel, mais pas

seulement.
1.4.1. Généralités sur la bactérie

Mgal est une espéce de mollicutes appartenant au groupe phylogénétique Pneumoniae
(Figure 1). Cette espéce est capable d’infecter les oiseaux notamment les volailles et
certains oiseaux migrateurs. C’est une bactérie qui croit rapidement a 37 °C en milieu
Hayflick, son temps de génération est estimé a 1,2 heure en milieu liquide (Beaman and

Pollack, 1983). Sur milieu gélosé, les colonies apparaissent entre 3 a 15 jours, sont de
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petite taille (0,2-0,3 mm), et ont un aspect d’ceuf sur le plat, typique des mycoplasmes. Les
cellules individuelles quant a elles ont une taille variant de 0,2 a 0,5 um (Figure 4) ; elles
sont généralement de forme conchoidales avec parfois apparition d’'une organelle qui
polarise la cellule avant la division. Ce sont des bactéries qui fermentent le glucose et le
maltose, ce qui provoque une acidification du milieu de culture qui peut étre suivie par
'ajout de rouge de phénol qui vire a 'orange lors de la croissance de la bactérie (Ley,
2013). Au total, 27 génomes de Mgal sont disponibles dans GenBank dont 18 assemblés
entierement. Les tailles de génome de ces souches varient de 926 kb a 1 010 kb, soit une
variation de 8,3 %. Le pourcentage GC de ces génomes est de I'ordre de 31,5 %. La souche
S6 qui contient 694 CDS prédits a été plus particulierement utilisée dans le cadre de ce
travail de these. Cette souche a été décrite pour la premiére fois en 1955 lors du 4éme
congrés « Western Poultry Disease Conference » (Zander, 1961) et a été isolée dans une
volaille. Actuellement aucun élément mobile autre que des IS n’a été mis en évidence chez
Mgal, ceci peut surement étre dii a la présence d'un systéme CRISPR chez les souches

ancestrales telles que la souche S6.
1.4.2. Mycoplasma gallisepticum chez la volaille

Mgal est le mycoplasme pathogene d’oiseaux, le plus important connu a ce jour (Ley,
2013). Il serait responsable de grandes pertes économiques dans I'industrie de la volaille,
al’échelle mondiale (Levisohn and Kleven, 2000; Dhondt et al., 2005; Ley, 2013). Aux USA,
I'impact économique sur la production d’ceuf est estimé a 150 millions de dollars par an
(Hennigan et al,, 2012). Il est a la I'origine d’'une maladie respiratoire chronique chez les
volailles, souvent associée a une perte de poids (particulierement chez la dinde) et une
diminution de la production d’ceufs (10-20% chez les poulets)(Yadav et al, 2021). Chez
les jeunes poulets, la mortalité peut atteindre 5-10%, Des complications séveres peuvent
également subvenir lors de coinfections avec d’autres pathogénes, ce qui augmente
limpact sur les élevages. (Ley, 2013; Wijesurendra et al, 2015). Etant donné l'impact
économique de Mgal, des moyens de lutte (curatif et préventif) ont été mis en place : (i)
sur des animaux malades, I'antibiothérapie reste la principale stratégie de lutte ; elle
permet d’éviter, sur du court terme, la perte d’'une trop grosse partie de I'élevage (Kleven,
2008). Cependant, l'utilisation des antibiotiques chez les animaux est de plus en plus
controversée avec l'apparition et la possible dissémination de résistances; (ii) en

prévention, la seconde solution mise en place est la vaccination. Pour le moment trois
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souches vaccinales sont disponibles: Souche F, F6-85 et ts-11 (Levisohn and Kleven,
2000; Ley, 2013; Wijesurendra et al.,, 2015). Elles ont montré une certaine efficacité dans
certains cas (notamment sur le poulet), mais pour le moment aucune ne I’est vraiment sur
la dinde. De plus, ces souches étant utilisées comme vaccins vivants atténués, 'apparition
de symptomes voire méme de révertants est possible ainsi que la transmission aux autres
especes comme la dinde (Whithear, 1996; Peebles and Branton, 2012; Ishfaq et al., 2020).
Une alternative vaccinale a été initiée en 2007, avec I'expression de I'antigéne majeur de
Mgal, VIhA, a la surface de Bacillus thuringiensis, malheureusement aucun essai

complémentaire n’a été publié (Liu et al, 2008).

Mgal se propage par transfert vertical in ovo (poule a ceuf) ou par transfert horizontal
avec un contact direct (Levisohn and Kleven, 2000). Une transmission par gouttelettes et
aérosols a également été mise en évidence. Mgal est un parasite obligatoire, mais il a une
forte capacité a survivre hors de 'héte (dépendant du pH, de la température et de
I’humidité). Il peut par exemple survivre jusqu’a 3 j dans les féces de poulet, 24 h dans les

nasaux humains, 18 semaines dans le blanc d’ceuf a 37 °C (Ley, 2013).
1.4.3. Emergence chez les oiseaux sauvages

En 1994, aux USA, Mgal a effectué un changement d’héte des volailles vers les oiseaux
sauvages notamment le Roselin (House finch: oiseaux migrateurs) et les oscines
(songbirds). Il est responsable dans ces nouveaux hotes d’infection sur les voies
respiratoires supérieures et de conjonctivites séveres entrainant une forte mortalité liée
aladiminution de I'alimentation et de la capacité d’échappement aux prédateurs (Dhondt,
Tessaglia and Slothower, 1998; Dhondt et al,, 2005; Bonneaud et al., 2011; Ley, 2013). Sur
les quatre premieres années d’infection, il est estimé que plus de 228 millions d’oiseaux
seraient morts (Nolan, Hill and Stoehr, 1998). La bactérie est ensuite passée d’une vague
épizootique a un niveau enzootique (Staley and Bonneaud, 2015). Des évenements de
changement d’hote pour divers pathogeénes ont été décrits (exemple du virus SARS-CoV2
récemment, ou de la bactérie Staphylococcus aureus de 'humain vers d’autres animaux)
(Viana et al,, 2015), mais peu de cas permettent un suivi en temps réel de l'interaction
hote-bactérie depuis le début d’une infection bactérienne. De nombreuses équipes se sont
alors intéressées a Mgal et un groupe de surveillance (http://feederwatch.org/) des
Roselins a été mis en place (Dhondt, Tessaglia and Slothower, 1998). Des études

évolutives ont démontré une adaptation importante de I'héte qui résiste de plus en plus a
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Mgal et qui tolére plus facilement la bactérie. Mais une évolution de la virulence de Mgal
est également observée contre ce méme hote. Cette coévolution continuelle a pu étre
démontrée a I'aide de souches de Mgal ancestrales au changement d’héte (avant 1994) et
de souches récupérées annuellement depuis 1994 (au moment de I'infection saisonniére)
mais aussi grace a la possibilité de réaliser des tests chez les animaux. En effet, des oiseaux
dits « non exposés » provenant d’Arizona et n’ayant jamais été mis au contact de Mgal
(provenant de I'Ouest américain non touché) et des oiseaux dits « adaptés » provenant de
I’Alabama (présents dans les zones infectées) sont disponibles et peuvent servir comme
matériel d’étude (Bonneaud et al, 2011, 2018; Staley et al, 2018). Cette adaptation
bactérienne rapide peut s’expliquer notamment grace au fort taux de substitutions
observées dans le génome de Mgal: 10 sites/ans. En comparaison, le plus rapide taux
jusqu’alors caractérisé était de I'ordre de 106 sites/ans chez Helicobacter pylori (Delaney

etal,2012).

La caractérisation de nombreuses souches a permis des travaux de génomique comparée
afin de comprendre et observer les différents facteurs changeants entre les souches de
Mgal de volailles dites ancestrales et les souches de roselins. Différents traits évolutifs ont
pu étre relevés, I'un d’eux est la perte trés rapide dans le génome de certaines souches du
locus CRISPR présent a l'origine dans toutes les souches ancestrales (avant 1994). En
effet, il a été observé que le taux d’évolution du locus a été tres important et ceci, jusqu’a
la perte compléte des protéines codant le systeme CRISPR dans 50 % des souches a partir
de 2007. 11 s’agit la d'une évolution trés rapide en comparaison avec d’autres organismes ;
A titre d’exemple, il aura fallu plusieurs centaines voire milliers d’années pour
qu’Escherichia coli et Yersinia pestis perdent le systeme (Delaney et al,, 2012; Tulman et
al., 2012). Cette évolution pourrait étre en lien a la perte d’utilité du systeme CRISPR lors
du changement d’hote qui aurait donc été inactivé, puis progressivement éliminé. Cette
hypothése peut notamment s’appuyer sur I'observation que les souches de Mgal isolées
chez le Roselin en 1994/1995/1996 (dates du changement d’hote) ont une capacité
accrue a envabhir les cellules eucaryotes (Dowling, Hill and Bonneaud, 2020). Etant ainsi
protégées des phages a l'intérieur des cellules eucaryotes, le systeme CRISPR pourrait

alors ne plus avoir d’utilité.

En plus de la perte de locus CRISPR, d’autres différences ont été observées entre les

souches infectant la volaille et les souches infectant les roselins, notamment dans les
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genes codant pour les lipoprotéines de surface Vlha, mais aussi dans les génes hip3, plpA4,
gapA, mgc2 et crmB-like ayant tous un role dans la cytoadhérence et portant tous des

mutations ponctuelles (Szczepanek et al.,, 2010; Tulman et al., 2012).
1.4.4. Virulence

Mgal est une bactérie appartenant a la classe Mollicutes, c’est donc une bactérie dite
minimale, elle est pourtant retrouvée comme pathogene d’oiseaux domestiques
notamment chez le poulet et la dinde. Cette bactérie a méme été capable d’effectuer un
changement d’hote et émerger chez des oiseaux sauvages : les Roselins. Au méme titre
que les autres mollicutes, on retrouve chez Mgal, les facteurs de virulence « classiques »
que sont I'adhérence (1), la protection active contre le systeme immunitaire (2) et la

production de molécules cytotoxiques (3).
1.4.4.1.  Adhérence

L’adhérence, comme énoncé précédemment, est un processus majeur participant a la
virulence des mycoplasmes. Mgal posséde une structure ayant un réle dans la chimiotaxie
(Lam, 2005), la cytoadhérence et la pathogénicité (Ley, 2013). Cette organelle polaire
appelée Bleb chez Mgal, a particuliérement été étudiée chez M. pneumoniae une espéce
proche de Mgal. A la pointe de cette structure sont trouvées de nombreuses adhésines qui
vont étre responsables de la cytoadhérence de la bactérie. Les protéines GapA (adhésine)
ou CrmA ayant un réle dans la cytoadhérence ont été identifiées comme des facteurs de
virulence importants pour Mgal (Goh et al., 1998; Papazisi et al., 2000, 2002; Indikova et
al, 2013; Tseng et al., 2013). Cette structure étant similaire a celle de M. pneumoniae, il a
été inféré que les protéines GapA, CrmA, PlpA, Hlp3 et Mgc2 étaient les constituants
majeurs de cette structure chez Mgal (Nakane and Miyata, 2009). Ce Bleb aurait
également un role dans la motilité de la bactérie : le gliding. L’ensemble de ces fonctions
sont contrélées par cette organelle et il est difficile d’étudier 'une de ces fonctions sans
en modifier une autre (Balish, 2006). Ces protéines sont associées a différentes fonctions
qui ont été décrites comme essentielles a I'établissement de I'infection chez le poulet et a
la colonisation de I'’h6te (Papazisi et al.,, 2002; Indikova et al, 2013; Ley, 2013; Tseng et
al., 2013; Indikova, Vronka and Szostak, 2014).
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1.4.4.2.  Défense contre le systeme immunitaire

Mgal posséde de nombreuses stratégies pour se protéger du systeme immunitaire. Malgré
I'absence de paroi, on retrouve des lipoprotéines de surface de la famille des pMGA (aussi
nommées VlIhA) ayant un réle dans I'adhérence et 'hémagglutination, mais également
dans I’échappement au systéme immunitaire. En effet, les genes de la famille des VIhA
(~2.3 kb) peuvent représenter jusqu'a 10 % du génome (43 génes ) chez la souche Rlow
de Mgal (Pflaum et al, 2015). De nombreuses études montrent que Mgal module
grandement I'expression phénotypique de VIhA par des variations d’expression au cours
du temps. Ce phénomene a tout d’abord été montré in vitro (Glew et al, 1998) mais
également in vivo au cours de l'infection (Pflaum et al, 2015). Le mécanisme régissant
cette variation est lié a la présence d'un motif portant des répétitions GAA dans le
promoteur du géne. La présence de tres exactement 12 répétitions permet I'expression
du géne (Glew et al, 2000; Liu et al, 2000). Le nombre de génomes et de souches
disponibles étant croissant, des analyses de génomique comparée ont permis de
démontrer qu’il y avait de nombreuses différences au niveau des genes codant les
protéines VIhA selon les souches de Mgal (Szczepanek et al., 2010). En revanche, il a été
montré que les copies exprimées ne sont pas spécifiques d’'une virulence forte ou faible
notamment sur les souches GT5 et Mg7 utilisées parfois comme vaccins (Pflaum et al,
2018). Chez Mgal, I'hypothése préalable d’'une sélection naturelle des variants par
pression de sélection du systéme immunitaire a été réfutée dernierement puisque des
variants apparaissent tres rapidement apres infection, avant méme l'apparition de la
réponse immunitaire adaptative (Pflaum et al, 2015). Il semblerait également que
plusieurs variants soient exprimés au méme moment dans la cellule et que la répétition
GAA au niveau du promoteur ne soit pas le seul systéme de régulation (Pflaum et al,
2015). Derniérement il a été observé que selon la niche écologique de la bactérie (la
trachée du poulet ou les sinus du roselin), le profil d’expression d’'une méme souche de
Mgal est différent, ce qui pourrait montrer un nouveau role des protéines variables de
surface (Pflaum et al,, 2020). La compréhension de ce mécanisme de variation d’antigene
de surface griace a un changement rapide et réversible des lipoprotéines de surface
exprimées nécessite d’étre encore approfondi pour comprendre son fonctionnement dans

'optique de la production de souches vaccinales.
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La présence de protéines variables a la surface de Mgal compromet la mise en place d’'une
réponse immunitaire efficace et 'apparition d’anticorps spécifiques de l'infection. A cela
s’ajoute, un second systeme de contournement de l'immunité: le systeme MIB-MIP
responsable du clivage des anticorps (Arfi et al, 2016). Une autre protéase ayant un role
similaire a été identifiée et semble fonctionnelle chez Mgal, il s’agit de la protéine CysP

(Cizelj et al, 2011).

Mgal fait également partie des mycoplasmes capables d’envahir des cellules non
phagocytaires notamment les cellules épithéliales eucaryotes (HeLa et CEF). Cette
capacité pourrait avoir deux réles majeurs, notamment le franchissement de la barriére
épithéliale pour établir I'infection dans d’autres organes, mais également la protection
contre le systeme immunitaire de ’h6te pouvant entrainer alors une infection chronique.
(Winner, Rosengarten and Citti, 2000; Dowling, Hill and Bonneaud, 2020). La encore, il a
été montré que des protéines ayant un role dans I'adhérence telle que GapA, jouaient un

role majeur dans la colonisation de ces organes (Indikova et al., 2013).
1.4.4.3.  Production de molécules cytotoxiques

Tout comme dans le groupe Mycoides, 'opéron glpOKF responsable de la production
d’H202 en présence de glycérol est retrouvé chez Mgal. Le role exact du peroxyde
hydrogene au cours de l'infection n’a pas encore été démontrée. En revanche, il a été
montré in vitro que celui-ci était cytotoxique sur les cellules eucaryotes lors de co-cultures
(Szczepanek et al.,, 2014). Les souches vaccinales ts-11 et 6/85 produiraient moins ou pas
d’H202 contrairement a la souche vaccinale F ou la souche virulente R. L'H202 est
considéré chez les mollicutes comme un facteur de virulence, car chez certaines espéces
de spiroplasmes, il a été démontré que les protéines GlpO-K-F sont associées a la virulence

chez I'insecte vecteur (Lo et al, 2013; Blotz and Stiilke, 2017).
1.4.4.4.  Autres facteurs de virulence

Finalement, de nombreux autres facteurs de Mgal ont été identifiés comme
essentiels/importants a la persistance et/ou a la colonisation de 'hote dans certaines
souches de Mgal. Parmi ceux-la, le gene Ipd (codant pour la dihidrolipoamine
dehydrogenase) aurait un impact sur la colonisation de I'héte (Hudson et al, 2006), le
gene malF (codant pour une perméase transporteur de sucre) ayant un réle essentiel dans

la persistance de la bactérie (Tseng et al., 2013) et le géne oppD (de I'opéron OppABCDF
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qui est un géne présent en deux copies dans des souches virulentes dont une acquise
récemment par transfert horizontal de géne depuis M. synoviae), qui a un réle non
essentiel, mais important dans la capacité de persistance dans la trachée se traduisant
chez un mutant, par des lésions réduites (Tseng et al., 2017). De plus un facteur comme la
protéine codée par le géne mslA, aurait un réle dans le recyclage d’acide nucléique de la
cellule hote pour l'utilisation des nucléotides par Mgal (Masukagami et al., 2013). On peut
également noter la présence de la nucléase de surface MnuA ayant été caractérisée chez
Mbov comme facteur de virulence important (cf 1,6), qui n’a pour le moment pas été
décrite chez Mgal comme fonctionnelle, mais qui I'est au moins dans la souche S6

(données non publiées).

Mgal fait également partie des espéces de mycoplasmes capables de former des biofilms
(McAuliffe et al, 2006; Chen et al, 2012), ceci permettant la résistance accrue aux
antibiotiques et autres stress environnementaux. Récemment, 10 genes ont été identifiés
dans la souche R-Low comme ayant un role dans la diminution de la production de biofilm
lorsqu'’ils sont inactivés (Y. Wang et al,, 2017). Cette étude a été réalisée par mutagénése

aléatoire, a 'aide de transposons.

Il semblerait donc que de nombreux facteurs aient un un réle plus ou moins essentiel dans
la virulence de Mgal. 11 semblerait également que cela soit différent selon les souches,
selon les niches écologiques (intra ou extra cellulaire) et selon I'héte lui-méme. Une
compréhension accrue de ces différents facteurs est nécessaire dans I'optique de produire

des souches vaccinales.
1.4.5. Interactions avec le systeme immunitaire

Les mycoplasmes sont connus pour leur capacité a échapper au systeme immunitaire et a
le moduler. C’est notamment pour cela qu'’ils sont responsables d’infections chroniques
ouméme capables de devenir des organismes commensaux. La réponse immunitaire chez
le poulet et le roselin a été étudiée lors de la réponse contre Mgal (Staley and Bonneaud,
2015). Lorsque Mgal adheére aux cellules épithéliales de la trachée de poulet, la bactérie
établie un foyer infectieux et se multiplie. La réponse inflammatoire peut alors provoquer
la rupture de la barriere épithéliale et le recrutement de macrophages et de leucocytes
dans un premier temps puis de lymphocytes (NK, LT et LB) par la suite. Mais cette
inflammation entraine le relargage de protéines inflammatoires telles que le TNF-a et

I'Interleukine 6 (IL-6). Cela va finalement amplifier la destruction de tissus locaux et
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permettre a la bactérie de se disséminer dans 'organisme. Les bactéries vont finalement
persister a 'aide de leurs nombreux mécanismes de virulence et vont également inhiber
les autres réponses immunitaires via la sous-régulation de la production d’'IL-8, IL1-f et
IL-12 ce qui entraine une réponse spécifique LT et LB plus faible. Cette
immunomodulation est liée aux facteurs de virulence (connus ou non) de la bactérie et
permet la persistance de celle-ci dans l'organisme. De maniere intéressante, chez le
nouvel hote, il a été montré qu'une forte réponse inflammatoire est présente chez les
roselins provenant de la population non-exposée a la bactérie. Au contraire chez les
populations d’oiseaux ayant été au contact de la bactérie, il est observé une diminution de
la réponse inflammatoire via une diminution de I'IL-1f et une augmentation de I'IL-10.
Tout ceci est corrélé a la plus grande sévérité des symptémes dans la population
ancestrale. Finalement la résistance du roselin a été augmentée au cours du temps
puisque la nouvelle population semble capable de résister a la sous-régulation de la
réponse spécifique par rapport a la population ancestrale, ce qui permet de maitriser la
bactérie. Cette interaction entre la réponse immunitaire de I'hote et la bactérie est

complexe et de nombreux mécanismes sont encore a étudier.
1.4.6. Perspectives d’études

Mgal est un pathogene important, pourtant, de nombreux mécanismes liés a sa
pathogénicité ainsi qu’a l'interaction avec la réponse de I'hote reste inexplorés. La
compréhension de 'émergence chez un nouvel hote est également un point majeur qui
continuera de faire I'objet d’étude dans les prochaines années. Ce pathogene offre la
double opportunité de travailler sur des souches de Mgal qui sont antérieures et
postérieures au changement d’héte, mais aussi des modéles expérimentaux animaux qui
n’ont pas été confrontés a Mgal (Amérique de I'ouest) ou des hotes adaptés (Amérique de
I'est) a la bactérie. Celle-ci peut servir de modele a la compréhension de I'’émergence d'un
pathogéne et a 'adaptation de 'hote en retour (Staley et al, 2018). L’émergence de la
bactérie chez un oiseau sauvage migrateur tel que le Roselin a des conséquences
importantes puisque la bactérie peut se disséminer bien plus facilement vers de nouveaux
hotes que les volailles de la ferme. Il a par exemple été montré que sur 53 especes
d’oiseaux provenant de 19 familles distinctes capturés aux USA, 27 especes montraient la
présence d’anticorps dirigés contre Mgal méme si seules 4 espéces présentent pour le

moment des conjonctivites (Dhondt et al., 2014; Staley and Bonneaud, 2015). Une souche
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Figure 5 : Mycoplasma mycoides. A- Observation de Mmc (une espeéce voisine de Mmm) exprimant la
mEOS3.2 par microscopie a super résolution (images obtenues par le Docteur Fabien Rideau). B- Photo
d'une colonie de Mmm obtenue sur boite et observée a la loupe binoculaire. C- Image des symptomes
provoqués par Mmm sur les bovins (provient du site de la FAO (Food and Agriculture Organization) :
https://www.fao.org/)
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vaccinale efficace et sécurisée serait une avancée importante pour l'industrie de la
volaille, mais la variation d’antigene de surface médiée par Mgal et le peu d’outils

d’'ingénierie de génome rendent ces développements difficiles.

Que ce soit pour la compréhension des mécanismes permettant un changement d’héte,
I'étude des interactions hote/pathogeéne, I'étude évolutive d’'une bactérie au sein d'un
hote, ou le développement de souches vaccinales pour pallier les problemes engendrés

par Mgal, il est important de pouvoir étudier ce pathogéene.

1.5. Mycoplasma mycoides subsp. mycoides

Mmm est une bactérie classée par I'OIE (Organisation mondiale de la santé animale)
comme un pathogéne important a surveiller. Ce pathogene a été décrit pour la premiére
fois en Europe au milieu du 16éme siecle (Di Teodoro et al., 2020). Deux rapports de 1765
et 1773 en France et en Suisse en font également référence. La PPCB s’est ensuite
mondialement répandue avec les échanges de bétail en Afrique en 1853, puis en Australie
en 1858 et aux USA en 1871 (Jores et al, 2020). Mmm a finalement été isolé pour la
premiere fois par Nocard et Roux en 1898. Cette bactérie est encore aujourd’hui un
probleme majeur en Afrique, mais également ailleurs dans le monde ou quelques

émergences sont parfois observées.
1.5.1. Genéralités sur la bactérie

Mmm est une espece de mycoplasmes appartenant au cluster mycoides (Figure 1)
composé également de Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc), Mycoplasma capricolum
subsp. capricolum (Mcap), Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp) et
Mycoplasma leachii. Ces especes sont capables d’'infecter les ruminants de maniére
générale (caprins et bovins). Mmm est responsable de maladies chez les bovins (yak,
bisons et vaches) méme si on la retrouve parfois chez les brebis et les chévres (OIE, 2009).
Cette espéce est trés proche de la sous-espéce Mmc (pathogene de caprins) ; Elle aurait
intégré le nouvel hote bovin assez récemment, dans les années 1700 (Thiaucourt et al,
2011; Dupuy et al, 2012). Cette bactérie fait partie des espéces de mycoplasmes qui
poussent de plutdt rapidement (24 h) a 37 °C avec ou sans COz en milieu riche tels que le
PPLO ou le SP4. Sur milieu gélosé, les colonies apparaissent entre 3 a 10 jours et ont un
aspect d’ceuf sur le plat, typique des mycoplasmes (Figure 5). Environ 17 génomes sont

disponibles sur NCBI et parmi eux, 9 sont circularisés. Les tailles de génomes varient entre
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1,09 et 1,21 Mb soit une variation de 9 %, cela correspond au nombre de pseudogénes qui
sont caractérisés chez cette espéce, ce qui est important, mais caractéristique d’une
espece en pleine adaptation a un nouvel héte (Thiaucourt et al., 2011). Le pourcentage GC
du génome est de I'ordre de 23,9 %. La souche sur laquelle nous avons particulierement
travaillé est la souche Mmm T1-44. Préalablement nommée Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides Small Colony (SC), cette souche a été isolée a partir d’'une vache en Tanzanie en
1951 et a été atténuée par 44 passages dans des ceufs. Elle est ainsi utilisée comme souche

vaccinale et donne une protection partielle a I'h6te (Gourgues et al., 2016).
1.5.2. PPCB

La Péripneumonie contagieuse bovine (PPCB) est une maladie classée par I'OIE pouvant
étre responsable de la mort de bovins (Figure 5). Au milieu du 20¢me siecle, grace a une
large campagne de vaccination et d’abattage sanitaire, la maladie a été éradiquée
d’Europe et d’Asie, mais des re-émergences ont parfois été observées comme en 1935,
1953 et 1993 au Portugal, en 1967 et 1982 en Espagne et en 1993 en Italie (Yaya et al,
2008; Di Teodoro et al.,, 2020). En Afrique, la maladie est endémique encore de nos jours
malgré une campagne de vaccination réussie jusqu’aux années 1980. Des réémergences
sont ensuite apparues et sont liées a plusieurs facteurs comme le mouvement incontrolé
des animaux, la faible couverture vaccinale et 'immunité qui est lente a acquérir
(Thiaucourt et al, 1998). Quelques succes notoires comme au Botswana sont tout de
méme a noter ol malgré la réapparition de la maladie en 1995, 320 000 animaux ont été
abattus afin de rendre la région a nouveau exempt de maladie (Amanfu et al., 2006). Des
analyses génotypiques ont mis en évidence des différences importantes entre les souches
des différents continents, mettant en relief que les réémergences européennes de la PPCB
sont dues a un réservoir non identifié présent en Europe et au regain de virulence de

certaines souches (Yaya et al., 2008).

Selon I'OIE, le pathogéne se transmet principalement par inhalation ou gouttelettes et
parfois par la salive ou les urines. La maladie se transmet donc par contact rapproché
entre animaux malades et animaux sains. Le temps d’incubation peut étre tres long entre

1 et 4 mois.

La PPCB est une maladie qui se présente sous trois formes et dépend énormément de la

virulence de la souche (Di Teodoro et al, 2020) :
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- Laforme hyperaigué, rare, mais caractérisée par une mort rapide du bovin.

- Laforme aigué observée au début d'une épidémie, qui se traduit par de la fiévre et
un stress respiratoire important. L’émergence d’'une souche épidémique de Mmm
se traduit le plus souvent par une de ces deux formes et entraine une mortalité
importante (jusqu’a 90 %).

- Laforme subaigiie ou chronique, qui se développe chez un héte ayant déja eu une
forme aigué. Cette forme est retrouvée dans les zones endémiques et entraine une

mortalité de 'ordre des 10 %.

Les signes cliniques dépendent de nombreux parametres comme la virulence de la
souche, par exemple les souches européennes sont souvent associées a des taux de
morbidités et mortalités plus faibles que les souches africaines ; mais également a la santé
et le bien étre des vaches qui sont parfois en meilleures conditions nutritionnelles par
exemple en Europe qu’en Afrique (Di Teodoro et al.,, 2020). En tout cas, les symptémes
peuvent étre des dépressions, des pertes d’appétit, de la fievre, de la toux, des douleurs
thoraciques et une respiration accrue. Des lésions au niveau d'un poumon sont
principalement retrouvées chez les animaux atteints. Il a été démontré que tout comme
Mgal, 'inflammation des poumons est en partie due a la réponse immunitaire de ’hote et
que 'augmentation de TNF-a, un activateur de la réponse immunitaire, corréle avec la

sévérité de la maladie (Sacchini et al, 2012; Di Teodoro et al, 2020).

Le contrdle de la PPCB est basé sur des mesures sanitaires et prophylactiques. Le controle
des mouvements des animaux, additionné de tests sérologiques dans les zones réputées
indemnes sont des mesures qui se sont montrées efficaces, mais en Afrique ces méthodes
n’ont pas abouti. Trois souches vaccinales sont recommandées par I'OIE, la souche T1-44
qui a été isolée en Tanzanie en 1951, la souche Ben181 et la souche T1sr. Cette derniere
est responsable d’'une immunité courte et peut entrainer de nombreux symptomes, ce qui
limite son utilisation. La souche T1-44 qui est la plus utilisée résulte de 44 passages de
culture dans des ceufs afin de l'atténuer (Jores et al, 2020). Malheureusement, des
symptdmes sont souvent rapportés et des cas séveres de PPCB se sont méme déclarés lors
d’'une étude au cours de laquelle la transmission de la souche a une vache saine non
vaccinée a été décrite (Mbulu et al, 2004). Cela rend difficile 'adoption de ce vaccin par
les populations locales dans les pays ou la PPCB est endémique. De plus, le vaccin T1-44 a

montré une protection limitée en temps et en intensité selon les études de la virulence
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des souches (Jores, Mariner and Naessens, 2013). Plus récemment en Chine, la
souche Ben181, atténuée a partir de la souche Ben1 par 181 passages dans le lapin, a été
construite et a permis I'éradication de la maladie dans le pays et sa classification en zone
libre de PPCB par I'OIE (Y. Li et al.,, 2016). Ce dernier semble efficace a 95 % pendant deux
ans faisant de ce vaccin le plus efficace actuellement, mais la méthode de production de
ce vaccin ne rentre pas dans les normes actuelles des standards de bien-étre animal et
I'efficacité contre des souches africaines ne semble pas supérieure a la souche T1-44

(Jores et al, 2020).
1.5.3. Virulence

Au sein du cluster mycoides, les mémes facteurs de virulence sont retrouvés. L’adhérence
est 1a encore un processus majeur, la défense contre le systéme immunitaire un second

ainsi que la production de molécules cytotoxiques.
1.5.3.1.  Adhérence

L’adhérence est la premiere étape permettant la colonisation de I'héte. Mmm est capable
d’adhérer aux cellules non ciliées des poumons (Di Teodoro et al., 2020). De nombreuses
lipoprotéines de surface telles que LppA, LppB, LppC, LppQ et Vmm sont antigéniques
chez Mmm et sont probablement liées a l'adhérence de la bactérie, mais aucune
démonstration n’a pour le moment été effectuée. Récemment la protéine p19 a été
caractérisée comme adhérente aux cellules EBL qui sont des cellules de poumon bovin
(Zhou et al, 2016). L'adhérence permet a la bactérie de pénétrer dans les vaisseaux
lymphatiques et sanguins ce qui peut expliquer les symptomes de thrombose parfois
observés et qui permet a la bactérie de se retrouver dans d’autres organes (Di Teodoro et

al, 2020).
1.5.3.2.  Défense contre le systéeme immunitaire

Chez les mycoplasmes, I'adhérence est souvent a I'origine de la capacité a rentrer dans les
cellules non phagocytaires, ce qui lui permet de se cacher du systéme immunitaire. Cette
caractéristique n’est pas trés répandue dans le cluster mycoides mais il a été montré que
Mmm peut étre trouvé a I'intérieur des cellules (Di Teodoro et al., 2018). La bactérie est
tout de méme capable de survivre de fagon importante hors de ces cellules puisque les
espéces du cluster mycoides, tout comme Mgal, possédent de nombreuses lipoprotéines

variables de surface appelées Vmm pour Mmm (Persson et al., 2002; Wise et al., 2006). Le
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mécanisme de régulation ON/OFF principalement retrouvé chez Mmm est lié au
mécanisme d’insertion ou délétion dans les promoteurs des différentes copies, par
exemple au nombre de répétitions du dinucléotide TA (contrairement a GAA chez Mgal),
ce qui permet leur expression de maniére plus ou moins aléatoire et variée (Persson et al.,
2002). Comme expliqué précédemment, cette oscillation des protéines exposées a la
surface de la cellule est une premiere stratégie d’échappement au systéme immunitaire.
De plus, on retrouve des copies de genes codant pour le systéme de surface MIB-MIP
capable de cliver les anticorps de I'hote. Ce systeme est fonctionnel chez Mmc qui est tres

proche de Mmm (Arfi et al., 2016).

Finalement il a également été montré dans une étude que Mmm entraine d’une certaine
maniére I'apoptose des leucocytes et que cela pourrait étre lié a la sécrétion d’un effecteur
particulier qui cherche encore a étre caractérisé (Dedieu, Chapey and Balcer-Rodrigues,

2005).
1.5.3.3.  Production de molécules cytotoxiques

La production d’H202 en réponse au métabolisme du glycérol est particulierement étudiée
dans le cluster mycoides. Chez Mmm, des corrélations entre I'absence du transporteur de
glycérol GtsABC, la perte de cytoxicité des souches en présence de glycérol et le défaut de
production d’H202 ont été démontrées dans plusieurs expériences (Bischof et al., 2008).
GIpO (codée par I'opéron glpOKF) est I'enzyme responsable de la dégradation du glycérol
apres son entrée sous forme de glycerol 3 phosphate (G3P) dans la cellule (via les
transporteurs gstABC et glpKF). Dans le cytoplasme, le G3P est oxydé en glycéraldéhyde-
3-phosphate et dihydroxyacétone phosphate par la L-a-glycérophosphate oxydase.
L’étape d’oxydation du G3P se fait en présence de NAD+ et d’'oxygéne et ceci libere, en fin
de réaction, des quantités massives de peroxyde d’hydrogene (H202). Or la production
d’H202 comme dérivé réactif de I'oxygene (ROS), induit des lésions tissulaires (Pilo et al,
2005) et la synthese de cytokines pro-inflammatoires (Di Teodoro et al., 2020). Ce facteur
pourrait expliquer la différence de virulence entre les souches africaines et européennes,
mais il ne peut étre le seul facteur étant donné que la souche vaccinale Mmm T1-44, moins
virulente que les autres souches, produit malgré tout une importante quantité d’H202

(Bischof et al., 2008; Di Teodoro et al., 2020; Jores et al., 2020).
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1.5.3.4.  Autres facteurs

Outre les facteurs de virulence caractérisés, de nombreux autres sont certainement
présents, mais le faible nombre d’études limite leur caractérisation et la compréhension
de leur mécanisme. La compréhension des roles que doivent jouer les différentes
lipoprotéines de surface reste encore un challenge comme les protéines DUF285 qui sont
probablement disséminés entre les différentes espéces par HGT et qui n’ont pas encore
de role caractérisé chez les mycoplasmes (Roske et al., 2010). Une capsule composée de
polymeres de polysaccharides est présente chez la majorité des especes du cluster
mycoides (Bertin et al, 2013). Celle-ci est décrite comme pouvant provoquer des effets
cytopathiques in vitro (Schieck et al., 2016) mais également ayant un role dans la virulence
in vivo chez Mmc (Jores, Schieck, et al, 2019). Malgré la présence de cette capsule qui
diminue la capacité d’adhérence de la bactérie (Schieck et al., 2016), il a été montré que
Mmm est capable de former des biofilms (McAuliffe et al, 2008), lui conférant une

résistance accrue a de nombreux stress environnementaux.

D’autres facteurs ont été caractérisés notamment la protéase S41 qui a été acquise par
HGT au sein du cluster mycoides et qui a une activité caseinolytique et qui pourrait avoir
un role sur la modification post-traductionnelle des protéines de surface (Ganter et al.,
2019). Récemment lors d'une expérience dans laquelle la souche Benl a subi
468 passages dans le lapin, 18 génes ont été associés a l'adaptation dans le lapin,
6 associés a la virulence chez les bovins et 35 associés a la protection de la bactérie contre
le systéme immunitaire chez les bovins (Y. Li et al,, 2016). Le role de ces génes candidats
reste tout de méme a préciser, mais plusieurs lipoprotéines de surface semblent avoir des

fonctions importantes.
1.5.4. Perspectives d’études

Le modele de Mmm est un modele trés intéressant pour la compréhension de sa virulence,
la construction d’une souche vaccinale ou méme par son aspect évolutif. RéEcemment, une
revue scientifique composée de nombreux auteurs travaillant sur le pathogene de la
PPCB, décrit les enjeux majeurs des prochaines années sur Mmm avec la nécessité d'un
vaccin efficace qui passe par la compréhension de la réponse immunitaire de I'hote a
Mmm, la compréhension de la virulence et donc par le développement d’outils
d’ingénierie génétique pour cette bactérie (Jores, Mariner and Naessens, 2013; Jores et al.,

2020). La production d'une souche vaccinale devrait se concentrer sur un vaccin
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Figure 6 : Mycoplasma bovis. A- Observation de Mbov exprimant la mEOS3.2 par microscopie a
super résolution (images obtenues par le Docteur Fabien Rideau). B- Photo d'une colonie de
Mbov obtenue sur boite et observée a la loupe binoculaire. C- Image des symptémes provoqués
par Mbov sur les bovins (Nicholas et al. 2006)
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répondant aux différentes souches des différents continents et qui devra s’appuyer sur la

réponse a I'l[FN gamma médié par les LTcp4 de I'héte (Sacchini et al,, 2012).

Sur un aspect plus fondamental, la recherche sur Mmm pourrait s’intéresser a la capacité
de cette bactérie a s’adapter a un nouvel héte vu sa récente adaptation aux bovins et aux
études qui montrent son gain de virulence chez le lapin par évolution forcée (Thiaucourt
etal,2011;Y.Lietal,2016). La capacité d’adaptation aux bovins de cette bactérie est liée
a la présence de nombreux éléments mobiles dans le génome de cette bactérie, aux
nombreux pseudogeénes présents, aux nombreux échanges avec d’autres bactéries et a la

plasticité du génome de cette bactérie (Thiaucourt et al., 2011).

1.6. Mycoplasma bovis

Mbov est depuis quelques années le mycoplasme pathogene de bovins le plus important
dansle monde. Il a été isolé pour la premiere fois aux USA en 1961 sur des vaches atteintes
de mastites sévéres (Nicholas, 2011). Tout comme Mmm, ce pathogéne s’est ensuite
répandu dans le monde avec le commerce et les échanges de bétails : Israél en 1964,
I'Australie en 1970, la France en 1977, le Maroc en 1988. Pas a pas, Mbov s’est propagé
pour toucher la quasi-totalité des pays du monde. Deux des derniers pays qui n’étaient
pas encore concernés, ont a leur tour été touchés, la Finlande en 2012 puis la Nouvelle-

Zélande en 2017 (Dudek and Szacawa, 2020).
1.6.1. Geénéralités sur la bactérie

Comme son nom l'indique, Mbov est une bactérie capable d’infecter les bovins. Cette
bactérie appartient au groupe phylogénétique Hominis (Figure 1). Elle fait partie des
especes de mycoplasmes qui poussent de maniere rapide (24 h) a 37 °C avec ou sans CO2
en milieu riche tel que le SP4. Sur milieu gélosé, les colonies apparaissent entre 3 a 8 jours
et ont un aspect d’ceuf sur le plat, typique des mycoplasmes (Figure 6). Les génomes de
234 souches ont été récemment séquencés et sont disponibles dans les bases de données
internationales. Une telle représentativité reste rare pour les mycoplasmes, ceci étant lié
al'importance actuelle qui est accordée a cette espéce. Les tailles de génome varient entre
0,94 et 1,11 Mb soit une variation de taille de 15 %. Cette variation est importante et
correspond majoritairement a la présence de nombreux éléments mobiles tels que des IS,
des ICEs et des prophages (Garcia-Galan et al,, 2021). Le pourcentage GC du génome est

de l'ordre de 29 %. La souche sur laquelle nous avons particuliérement travaillé est la
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souche de référence PG45. Cette souche a été publiée en 1962 sous le nom de Mycoplasma

agalactiae subsp. bovis (Hale et al,, 1962) et a été isolée a partir d’'un bovin.
1.6.2. Virulence

Tout comme Mmm et Mgal avant lui, Mbov n’est pas pathogéne via le relargage de toxine
ou autres facteurs de mémes types. L’adhérence et la résistance au systeme immunitaire

sont, 1a encore, les principales causes de la pathogénicité de cette bactérie.
1.6.2.1.  Adhérence

Tout comme Mmm et contrairement a Mgal, aucune organelle n’est associée a I'adhérence
chez Mbov et pourtant, les différentes souches de la bactérie sont capables d’adhérer a de
nombreux types de cellules: EBL, EBTr, MDBK, RK (Thomas et al, 2003). Certaines
souches non pathogénes ont également été caractérisées comme moins adhérentes.
Différents génes et protéines sont associés a la capacité d’adhérence de la cellule comme
la protéine p26, les protéines variables de Mbov, les Vsp (Thomas et al, 2003), la
protéine p48 (P. Fu et al, 2014), mais également la cyto-adhésine Mbov_0553 qui
faciliterait la translocation de la barriere épithéliale (Zhang et al,, 2020). Il faut noter aussi
que les genes codant I'a-enolase, la NADH oxydase et le facteur TrmFO-like sont impliqués
dans la liaison a la fibronectine et au plasminogéne qui sont retrouvés dans la matrice

extracellulaire des cellules eucaryotes (Askar et al., 2021).
1.6.2.2.  Défense contre le systeme immunitaire

Comme de nombreuses bactéries et mycoplasmes pouvant établir une infection
chronique, la bactérie est capable de moduler et se défendre contre le systeme
immunitaire. Comme pour Mmm et Mgal, les protéines de surface variables classiquement
retrouvées chez les mycoplasmes sont également présentes chez Mbov, il s’agit des Vsp.
Elles participent a 'adhérence, mais permettent également d’échapper a la réponse
immunitaire (Perez-Casal, 2020). Le systéme de clivage des anticorps MIB-MIP est
également retrouvé chez Mbov méme si, pour le moment, aucune expérience n’atteste de
sa fonctionnalité (Arfi et al., 2016). Une nucléase de surface, MnuA, est décrite comme un
facteur de virulence important chez Mbov, puisqu’elle est capable de dégrader de maniere
trés efficace I’ADN in vitro (Sharma, Tivendale, et al., 2015). De par cette activité, il a
également pu étre démontré que MnuA dégrade de maniere tres efficace les NETs

(Neutrophil Extracellular Traps) (Zhang et al, 2016; Mitiku et al.,, 2018). La production
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d’H202 chez Mbov est possible, mais son association a la virulence n’a pour le moment pas

été démontrée (Maunsell and Chase, 2019).

Finalement d’autres mécanismes, plus ou moins caractérisés au niveau génétique, sont
décrits chez Mbov, par exemple la capacité a adhérer et inhiber la prolifération des PBMC
sans inhiber sa production d'IFNy, la capacité a envahir certaines cellules et sy
développer (Perez-Casal, 2020; Askar et al, 2021), la capacité a adhérer et induire
I'apoptose des cellules notamment des neutrophiles (Jimbo et al, 2017; Perez-Casal,
2020; Askaretal,2021) et a moduler la production de ROS. Il a par exemple été démontré
sur les cellules EBL que la protéine p48 de Mbov est capable d'induire I'apoptose via un
stress du réticulum endoplasmique (Wu et al, 2021), tout comme la protéine p280

sécrétée par Mbov pour les macrophages (Zhao et al, 2021).
1.6.2.3.  Autres facteurs

De nombreuses études n’ont impliqué que la souche de référence PG45, or, le nombre de
passages in vitro que cette souche a subi est important et il est maintenant admis qu’'une
perte de virulence est associée aux nombreux passages in vitro (Thomas et al., 2003; Askar
et al,, 2021). Ainsi on peut imaginer que plusieurs facteurs de virulence n’ont pour le
moment pas été détectés dans les tres nombreuses souches de Mbov qui existent dans les
différents pays. De plus, plusieurs études font état de protéines sécrétées qui pourraient

avoir un lien avec la virulence de la bactérie (Zubair et al., 2020; Zhao et al., 2021).

Il a également été montré que I'expression de certaines de ces Vsp (VspO et VspB), est
associée a la formation de biofilms par la bactérie, ce qui contribue a la résistance aux
antibiotiques, a la dessiccation ou a I'’échappement au systeme immunitaire (a

'opsonisation) (McAuliffe et al., 2006; Perez-Casal, 2020).
1.6.3. Pathologie

Mbov est un pathogeéne de bovin qui est responsable d'une infection chronique
particulierement chez les vaches. Cette bactérie est également le principal pathogene lié
a la maladie respiratoire du bovin (BRD : bovine respiratory disease) méme si la maladie
se déclare sur des animaux préalablement infectés par des bactéries comme Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida ou des virus comme le parainfluenza virus de type 3
(Nicholas, 2011; Dudek and Szacawa, 2020; Perez-Casal, 2020) ou lors de stress extérieur

tel que des chocs de température ou une baisse de 'immunité. La bactérie et la BRD vont
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provoquer une forte mortalité chez les veaux, une perte de poids importante chez les
vaches et une diminution de la production de lait. Tout ceci a des répercussions
économiques importantes : (i) aux Etats-Unis, les pertes économiques liées a Mbov sont
estimées a 55 millions de dollars par an en 2015 (Perez-Casal, 2020) ; (ii) en Europe, les
pertes liées a la mortalité chez les veaux notamment sont estimées a 140 millions d’euros
par an (Zubair et al, 2020) ; (iii) enfin, 'émergence de Mbov en nouvelle-Zélande a
entrainé des pertes économiques de plus de 200 millions de dollars (Dudek and Szacawa,
2020). Les pathologies engendrées par cette espece de mycoplasme sont diverses et
dépendent de la souche et de I'h6te. Le plus souvent, une hyperplasie péribronchiolaire
lymphoide et une bronchopneumonie caséo-nécrotique (Nicholas, 2011) sont observées
au niveau des poumons, tout comme des mastites et des arthrites séveres (Dudek and
Szacawa, 2020). Plus rarement, les yeux, l'ouie et le cerveau peuvent également étre
atteints puisque des otites et des méningites sont parfois associées lors d’analyses post-
mortem (Dudek and Szacawa, 2020). Une large population bactérienne est requise pour
déclencher la réponse immunitaire qui se manifeste principalement par une production
de cytokine pro-inflammatoire comme le TNF-q, I'I[ENy et 'lL4 et I'lL12 et par I'action des
LTcpa et des L (Perez-Casal, 2020; Askar et al., 2021). In vivo, Mbov semble persister via
la dérégulation de cette réponse par la production d’IL10 anti-inflammatoire par les
macrophages et la sous régulation de la réponse adaptative (Maunsell and Chase, 2019).
Cette réponse immunitaire provoquée et modulée par Mbov nécessite encore des
recherches puisqu’elle semble donner des résultats divergents in vitro et in vivo, selon
I'endroit de I'infection et selon la souche (Maunsell and Chase, 2019). La transmission de
la bactérie se fait principalement par aérosols ou par contact proche, mais également par

le lait ou le colostrum (Dudek and Szacawa, 2020).

Les mesures prises contre ces bactéries sont du méme ordre que pour Mmm et Mgal. Des
traitements antibiotiques sont possibles, mais sont limités, une augmentation de la
résistance aux antibiotiques des souches est observée dans le temps de maniére
préoccupante (Dudek and Szacawa, 2020). De nos jours, aucun vaccin commercial n’est
disponible en Europe (Dudek and Szacawa, 2020). Un vaccin inactivé a été utilisé dans le
monde, mais son efficacité est limitée dans le temps et efficace seulement s’il est donné a
de jeunes animaux, avant un fort taux d’'infection (Nicholas, 2011). La prophylaxie, via le
contrdle des mouvements des animaux et le dépistage massif sont les principales armes

face a cette bactérie. La Nouvelle-Zélande, malgré la non-importation de bovins, a
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finalement subi’émergence de la bactérie en 2017. Mais la mise en place d’'un programme
d’éradication important basé sur la détection tend a montrer que la stratégie peut étre

payante (Jordan et al.,, 2021).
1.6.4. Perspectives d’études

Mbov est un modele d’étude tres intéressant pour de nombreuses raisons. La principale
est la compréhension de 'ensemble des facteurs de virulence et la création d'un vaccin
efficace dans le but d’éradiquer la maladie. L'infection peut avoir des conséquences
dramatiques, comme en 2007 dans un troupeau du nord de 'Angleterre ou 24 % des
veaux sont décédés (Nicholas, 2011). Les récentes émergences en Nouvelle-Zélande par
exemple sont également a I'étude pour comprendre I'apparition de la bactérie et pour

développer des stratégies pour la combattre (Dudek and Szacawa, 2020).

Sur un autre aspect, Mbov (tout comme Mgal) a été capable de franchir la barriere de
I'espece en infectant le cochon (Spergser et al., 2013; Perez-Casal, 2020). Il semblerait que
ce soit lié a une souche en particulier et que les répercussions n’aient pas été aussi
importantes que pour Mgal sur les populations de roselin, mais cela met encore une fois
en évidence la capacité d'une espéce de mycoplasme a s’adapter a de nouveaux hotes et a

leurs réponses immunitaires.

D’'un point de vue génomique, Mbov est un tres bon modele d’étude pour la
compréhension de I'évolution d’especes minimales telles que les mycoplasmes. En effet
I'évolution dégressive des mycoplasmes a permis de créer naturellement des espéces
bactériennes pourvues de génomes réduits. A I'heure actuelle, les mycoplasmes sont des
modeles pour I'étude du génome minimal afin de comprendre les fonctions nécessaires a
la vie. Or, il est apparu, lors de la construction de banques de mutants obtenues par
transposition, que 16 genes essentiels chez certaines espéces de mycoplasmes, ne
I'étaient pas chez Mbov et que 5 appartenaient méme au core génome des mycoplasmes
(Sharma, Markham and Browning, 2014). Ceci met en avant le fait qu’il n’existe pas un
génome minimal unique et que chaque bactérie a son set de genes essentiels. D’'un point
de vue fondamental, il serait trés intéressant de regarder et de comprendre ces
différences afin d’agrandir notre compréhension du vivant. D’autre part, Mbov est une
espece de mycoplasmes dans laquelle de nombreux HGT ont été caractérisés, entre
souches mais aussi entre différentes especes de mycoplasmes partageant une méme niche

écologique. Ainsil’étude du moteur évolutifle plus important chez les bactéries (les HGTs)

55



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE : Systémes de défense bactériens : fonctions et applications

peut également étre effectuée au sein de ces organismes minimaux. Chez Mbov, ces
évenements sont si prégnants, que des souches portant des génomes mosaiques ont
récemment été mises en évidence (Garcia-Galan et al., 2021); les échanges de fragments
d’ADN de tailles variées se faisant via des éléments mobiles tels que les ICEs, les phages

etlesIS.

2. SYSTEMES DE DEFENSE BACTERIENS : FONCTIONS ET APPLICATIONS

Le systeme immunitaire est un champ de recherche important notamment chez ’homme.
Il assure la défense contre des agents pathogénes divers, qu’ils soient d’origine virale,
bactérienne ou fongique, a I'aide de deux dispositifs complémentaires. L'immunité innée
va répondre de maniere immédiate contre différents types d’agressions via la
reconnaissance de caractéristiques communes a de nombreux agresseurs telles que la
paroi bactérienne. L'immunité adaptative va elle se mettre en place lors de la premiére
rencontre avec I'agent pathogéne et va permettre 1'élaboration d'une défense ciblée trés
spécifique et efficace aprés quelques jours d’infection. Cette derniere va favoriser la
reconnaissance de signaux tres spécifiques de I'agresseurs tels qu'une protéine de surface
caractéristique de l'assaillant. Depuis quelques années, la dimension de défense
immunitaire procaryote a pris de 'ampleur. On comprend de plus en plus qu’eux aussi,
dans leurs environnements naturels, sont confrontés a des virus (bactériophages) et une
large diversité d’éléments mobiles susceptibles de « parasiter» les cellules ou de
s’'intégrer dans leurs génomes. Des mécanismes de défense bactérienne, plus ou moins
répandus, ont été découverts récemment par analyses comparées des génomes, dont le
nombre a considérablement augmenté depuis I'apparition des nouvelles technologies de
séquencage. Aujourd’hui encore, nous sommes malgré tout, loin de connaitre et
comprendre I'ensemble de ces mécanismes de défense. Tout comme les défenses
immunitaires humaines, il apparait maintenant clairement que si des mécanismes de
réponse innée tels que les systémes de Restrictions-Modifications (RM) sont utilisés de
maniére rapide pour la défense des cellules procaryotiques, les systemes CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), s’apparentent a des
systemes de défense adaptatifs spécifiques et trés efficaces. A 'image des enzymes de RM,
I'intérét biotechnologique des systemes CRISPR a rapidement été décrit (Barrangou and

Horvath, 2012). Ceci a lancé la recherche des systemes de défense bactériens pour la
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Figure 7 : Représentation schématique des différents mécanismes procaryotes de défenses
contre I’ADN exogéne. La cellule est séparée en différentes parties qui représentent la défense
innée (Restriction-Modification, Dnd-Phosphorotioation, BREX, DISARM, Pgl), adaptative
(CRISPR) ou de dernier recours par la dormance ou le suicide (Systeme Toxine-Antitoxine [TA] et
Abi [Abortive]). Ainsi que les systemes classés dans autres types de défenses (Modification du
récepteur d’entrée, Défense chimique et les nouveaux systemes).
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découverte des « nouveaux CRISPR ». C'est devenu I'axe principal de certains groupes de

recherche qui tend a caractériser les systémes de défense bactériens.

2.1.Systémes immunitaires procaryotes

Certains organismes, comme Chlamydia trachomatis, ont adopté un mode de vie
parasitaire intracellulaire (Murray and McKay, 2021), s’éloignant ainsi des dangers
extérieurs et ne nécessitent donc pas de nombreux mécanismes de défense contre les AN
exogeénes. Dans ces organismes, les nécessités ne sont pas les mémes que dans ceux
exposés a 'environnement et peu/aucun systeme de défense ne sont retrouvés. Pour
'autre majorité des bactéries, trois lignes de défense ont été identifiées dans les modeéles

actuels de défense bactérienne (Koonin et al., 2017) :

- L'immunité innée, via des défenses non spécifiques (Restrictions-Modifications,
Phosphorotioation, « Bactériophage Exclusion », Argonautes)
- Ladormance ou la mort programmée de la cellule (Abi, Toxine-Antitoxine)

- L'immunité adaptative avec les systémes CRISPR

Ce modéle composé de trois types de défense pourrait bien évoluer dans les prochaines
années avec les nombreux systémes putatifs de défenses bactériens en cours de

caractérisation et les nombreux autres encore non identifiés (Figure 7).

Pour comprendre la dynamique des systémes de défense procaryotes contre leurs
envahisseurs, nous allons approfondir ces systemes, des plus anciens comme les systemes
de Restrictions-Modification, aux plus récents tel que le systeme PARIS. Ceci va nous
permettre de comprendre le modéle dynamique de 'immunité bactérienne qui peut agir
de concert pour I'élimination efficace d’'une menace extérieure (Figure 7) (Dupuis et al.,

2013; Koonin, 2019; Bernheim and Sorek, 2020).
2.1.1. Immunité innée bactérienne

L'immunité innée, comme chez les organismes eucaryotes complexes tels que les
humains, va concerner des systémes de protection n’étant pas spécifiques d'un
envahisseur particulier, mais qui vont reconnaitre une menace ou un changement
environnemental. Les plus anciens connus chez les procaryotes sont les systémes de
Restrictions-Modification (RM) considérés trés tot comme des systémes de défense de

I'immunité innée (Arber and N, 1969) et qui sont devenus des outils standards en biologie
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moléculaires depuis la caractérisation des systémes de type II. Cette découverte a été
réalisée par Hamilton Smith, Werner Arber et Daniel Nathans sur la bactérie Haemophilus

influenzae, ce qui leur a valu le Prix Nobel en 1978.

Les RM sont des systémes de défense trés répandus, on les retrouve dans 75 %-90 % des
génomes de procaryotes (Oliveira, Touchon and Rocha, 2014; Isaev, Musharova and
Severinov, 2021). Ces systemes sont composés de deux ou trois protéines et utilisent la
méthylation de I'’ADN, pour discriminer I'ADN soi, de I’ADN non-soi et cliver ce dernier
par une endonucléase (Makarova, Wolf and Koonin, 2013). La protéine méthyltransférase
va ajouter un groupement méthyle a une base spécifique de 'ADN immédiatement apreés
réplication et la protéine restrictase n’aura alors pas accés au motif nucléotidique
palindromique qui stimule son activité endonucléase. Par contre, lors d’'une invasion par
un ADN exogene, les sites de restriction non méthylés, seront reconnus et clivés par le
systéme et I’ADN exogéne sera ainsi éliminé par la bactérie. Il existe différentes types de
RM et la nomenclature actuelle repose sur un consensus défini en 2003 (Roberts et al,

2003).

- Les systémes de Type I vont reconnaitre I’ADN et le cliver a des positions variables
par rapport au site de restriction (Roberts et al.,, 2003). Ce sont des complexes
protéiques de 5 sous-unités qui dépendent de I'expression de 3 génes codant la
sous unité spécificité, deux sous unités restrictases et deux sous unités méthylases
(Oliveira, Touchon and Rocha, 2014; Isaev, Musharova and Severinov, 2021).

- Les systémes de Type Il sont les plus précis, car leur site de restriction et 'endroit
de la coupure sont proches (Roberts et al., 2003). Le premier découvert est celui
d’Haemophilus influenzae (HindIl) par Hamilton Smith en 1978 (Pingoud, Wilson
and Wende, 2014). Depuis, graceaux avancées liées au séquencage de génomes
complets, la base de données « Rebase » répertoriant 'ensemble des systemes RM
connus (Roberts et al., 2010) est passée de 4.000 enzymes connus de type Il en
2011 (Stern and Sorek, 2011), a plus de 63000 (méme si tous ne sont pas
caractérisés). Le systéme est encodé par deux génes qui codent une restrictase
homodimérique/tétramerique et une méthylase monomérique qui sont capables
de travailler de maniére indépendante (Oliveira, Touchon and Rocha, 2014; Isaev,

Musharova and Severinov, 2021). Plusieurs sous-types existent pour discriminer
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d’autres aspects particuliers, par exemple le type IIS qui coupe a l'extérieur du
motif et non dans le motif comme ceux du type II (Roberts et al, 2003).

- Les systemes de Type Ill sont des systémes intermédiaires qui vont couper a
environ 30 pb du site de restriction (Isaev, Musharova and Severinov, 2021).
Comme les systemes de type |, ils peuvent avoir des réles divers dans la régulation
épigénétique de la bactérie (« Phase variable restriction-modification systems »)
(Seib et al., 2020).

- Les systémes de Type IV sont particuliers, ils ont un réle inversé. IIs ne nécessitent
pas de méthylase et vont cliver TADN méthylé (Roberts et al., 2003; Oliveira,
Touchon and Rocha, 2014).

Les systemes les plus retrouvés sont ceux de type Il (42 %) suivis du type I (20 %) et du
type III (8 %), et certaines especes comme Helicobacter pilori en ont en moyenne 12 par

génomes (Oliveira, Touchon and Rocha, 2014).

Des mécanismes d’adaptation ont été sélectionnés par les phages pour contrer ces
systemes de défense, notamment les anti-RM tels que des protéines mimant ’ADN pour
lier le RM et le bloquer, mais également d’autres mécanismes non résolus avec des actions
indirectes comme deux systemes KclA et ArdB qui inhibent les systemes de type I
(Serfiotis-mitsa et al., 2010). On peut aussi trouver des phages codants une méthylase afin
d’arriver déja protégés dans la cellule suivante (Pinilla-redondo et al,, 2020). Ces génes
codants des anti-systemes de défense ont récemment été retrouvés dans des ilots « anti-
défense bactérienne » dans les génomes de phages; de nombreux autres sont

certainement encore a caractériser (Pinilla-redondo et al.,, 2020).

Pour survivre, les bactéries doivent répondre a ces inhibiteurs, cela peut passer par des
variants de ces systemes, elles ont développé par exemple le systeme de type [V des RM,
mais également d’autres mécanismes de défense, comme d’autres systéemes basés sur la
modification de '’ADN tels que les BREX, Pgl, DISARM et Dnd que l'on retrouve également

chez les bactéries et les archées.

Les systémes BREX pour «bactériophage exclusion », sont présents chez pas moins de
10 % des especes bactériennes (Doron et al., 2018). IIs ont été découverts chez Bacillus
cereus pour la premiere fois ou 6 genes se sont avérés conférer une résistance a des

bactériophages (Goldfarb et al., 2014). Ce systéme n’est pas résolu, mais serait basé sur la
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méthylation d’un site non palindromique comme systeme de reconnaissance du soi.
L’hypothése principale serait qu'un complexe soit formé autour du site de restriction, ce
qui bloquerait la réplication, I'initiation a la transcription ou l'initiation a la traduction
(Goldfarb et al., 2014; Barrangou and Oost, 2015). Différents types de BREX sont connus
et ils seraient tous porteurs d’'une méthyltransferase et de la protéine pglZ associées a

d’autres protéines moins conservés (Isaev, Musharova and Severinov, 2021).

Les systemes Pgl (phage growth limitation) sont des systémes multiprotéiques
ressemblant au BREX avec qui il partage deux génes (PglX et PglW). Une
méthyltransferase est présente ainsi que différentes protéines présentant des
domaines Duf262, HNH, HEPN, souvent associés a des systemes de défenses (Makarova,
Wolf and Koonin, 2013). Cette fois-ci, c’est le phage qui serait ciblé par la
méthyltransferase, ce qui entrainerait la production de phages modifiés qui eux seraient
reconnus par la cellule suivante puis détruit par un mécanisme la aussi non résolu

(Koonin et al., 2017; Isaev, Musharova and Severinov, 2021).

Le systeme DISARM, est un cluster de 5 génes souvent associés aux systémes RM. La
présence d'une méthyltransferase et de son site associé CCWGG montre bien une
discrimination du soi et non-soi par ce mécanisme, mais ici encore le mécanisme n’est pas

résolu (Ofir et al.,, 2018).

Les systemes Dnd sont des systémes basés sur la modification de type
Phosphorothioation (PT), qui sont des modifications de sulfure dans ’ADN (Makarova,
Wolf and Koonin, 2013). Le systéme de modification est composé de
5 protéines (DndABCDE) et celui de restriction de 3 protéines (DndFGH) (L. Wang et al,
2018; Isaev, Musharova and Severinov, 2021). Tout le mécanisme n’est pas entierement
compris, mais on sait que DndA (Cystéine Desulfurase) est un donneur de 'atome sulfure
qui va étre transféré a DndC (PAPS reductase) pour I'ajout du groupement sulfure a 'ADN
double brin par DndD (ATPase nicking endonucléase) possédant une activité de nickase
de 'ADN. La spécificité des sites PT n’est pour le moment pas résolue, il se pourrait que
cela soit dépendant d’'une géométrie et non d'une séquence (Isaev, Musharova and
Severinov, 2021). De la méme maniére que pour les systemes RM, la différenciation du soi
et du non-soi, permet a la bactérie de reconnaitre et cliver 'ADN exogéne par DndFGH.
Récemment, le systéme dérivé SspABCD-SspE, a été découvert dans plusieurs especes

bactériennes ou cette fois-ci, c’est 'ADN simple brin du phage qui est reconnu par
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SSpABCD, puis modifié avec un PT notamment grice a SspB et c’est SspE qui détecte et
coupe '’ADN du phage évitant ainsi sa réplication (Xiong et al, 2020). C’est encore un

exemple d’une nouvelle diversification des systémes de défense de la bactérie.

Outre les systemes basés sur la modification de I'ADN, il existe également d’autres
systemes tels que les protéines Argonautes. Celles-ci, sont a la base de l'interférence a
I’ARN chez les eucaryotes, mais elles sont également retrouvées chez les procaryotes
(Koonin et al,, 2017) et notamment dans 10 % des génomes bactériens (Doron et al,
2018). Ce sont de grosses protéines (de 800 a 1200 acides aminés) avec des activités
nucléases qui sont guidées par des ADN (ou des ARN plus faiblement) (Makarova, Wolf
and Koonin, 2013; Koonin et al., 2017), et qui inhibent la propagation de '’ADN exogene
(Swarts et al., 2014). Leurs mécanismes ne sont pas résolus in vivo mais seulement
démontrés in vitro. Une hypothese est mise en avant, il s’agit de la destruction d'un ADN
exogene qui permettrait la production de petits morceaux d’ADN exogénes qui seraient
ensuite utilisés par la nucléase comme des guides pour dégrader d’autres copies de cet

ADN exogéne (Koonin et al,, 2017).

Finalement la plupart des systémes innés sont tous basés sur des mécanismes agissants
sur I’ADN. Mais le plus simple des mécanismes dont je n’ai pas encore mentionné le role
dans I'immunité innée est la variation des protéines de surfaces. En effet, pour son entrée
dans la cellule, le bactériophage nécessite un récepteur d’entrée pour sa liaison et
I'injection son ADN dans la cellule. Or, la simple modification de ce récepteur par arrét
d’expression ou modification est une stratégie utilisée par la bactérie afin de ne plus étre

sensible a ce phage (Chevallereau et al,, 2021).
2.1.2. Dormance et mort programmée

Une stratégie d’adaptation originale est déployée par la bactérie, elle concerne I'activation
de la dormance ou de la mort programmeée pour éviter la dissémination du virus au sein
de la population bactérienne. C'est une preuve de la coopération de la communauté
bactérienne avec des individus seuls qui se sacrifient pour le bien de la population. Deux
types de systemes sont connus actuellement: les systémes Abi (abortive infection
system) et les systemes Toxines-Antitoxines (TA) qui sont parfois considérés comme
appartenant aux systemes Abi. Les systemes TA sont les plus diversifiés (Koonin et al.,
2017). lls sont composés d’une toxine qui, a une certaine concentration, entraine la mort

de la cellule et d’'une antitoxine maintenant la toxine a une activité faible ou nulle. Lors
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d’une réponse a un stress tel que l'infection par un phage, I'antitoxine va étre inactivée ou
dégradée, la toxine va s’accumuler et va induire par différents mécanismes la dormance
ou la mort de la cellule (Makarova, Wolf and Koonin, 2013). Les TA ont des roles divers
plus ou moins caractérisés, certains ont un réle de défense contre des phages, mais ce
n’est que la partie émergée de l'iceberg. Les TA sont classifiés en six types de systémes
(Page and Peti, 2016), différents selon la nature de I'antitoxine, un ARN pour le type I et
[II et une protéine pour le type II, mais également selon la nature de I'inhibition, 'ARN
interfere avec ’ARNm de la toxine pour le type I tandis que pour le type III, c’est une
interaction directe entre I’ARN et la protéine qui va inhiber la toxine. Pour les types 11, IV,
V et VI, les deux acteurs sont des protéines, I'antitoxine va inhiber la toxine par contact
direct pour le type II, par antagonisme pour le type IV, par dégradation de 'ARNm de la
toxine pour le V et par la promotion de la dégradation protéolytique pour le VI
Récemment, un groupe VII a fait son apparition avec l'antitoxine qui est une enzyme
capable de régulation post-traductionnelle sur la toxine 'inactivant ainsi (Wang et al,
2020). Certains de ces systemes ont un role dans la défense contre les phages, par exemple
le systéme de type 11l ToxIN-ToxN qui va dégrader les transcrits lorsque 'antitoxine ToxN
n’est plus transcrite lors d'une infection (Guegler and Laub, 2021). Certaines toxines vont
également perméabiliser la membrane ou attaquer des procédés cellulaires essentiels tels
que le systeme de traduction, la division, etc (Koonin et al, 2017). Ce mode d’action et
associé a celui des systemes Abi (abortive infection), qui sont des systemes de suicide
bactérien en réponse a un signal (souvent provenant du phage ou de la perturbation qu'il
entraine dans la cellule). Trés peu sont caractérisés fonctionnellement, mais de nombreux
systémes existent (Makarova, Wolf and Koonin, 2013) et sont continuellement
découverts. Certains peuvent étre extrémement complexes et étre composé d’'une voie de
signalisation comme le systéme CBASS l'ancétre d’'une voie de signalisation antivirale

(cGAS-STING) retrouvée chez les animaux (Cohen et al, 2019).
2.1.3. Diversité des systéemes

La diversité de systéme de défense bactériens décrits dans la littérature est depuis une
dizaine d’années en train d’exploser. Ceci est dii a I'intérét croissant de nombreux groupes
dans la découverte et la compréhension de ces mécanismes, mais également en grande
partie grace aux nouvelles technologies de séquencage haut débit et d’analyses de

données. Plusieurs études a tres grandes échelles ont permis d’identifier de nombreux
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nouveaux systémes putatifs et plusieurs ont méme été caractérisés comme fonctionnels.
Le plus souvent, ces systémes sont trés souvent clustérisés afin de faciliter les échanges
(Doron et al, 2018). Ainsi a partir de recherches informatiques sur des génomes
procaryotes couplés a la recherche d’ilots de défenses, de nombreux systémes putatifs ont
été déterminés. Certains ont pu méme montrer une fonctionnalité dans des tests
d’infection de E. coli par une large gamme de phages. Neuf systémes supplémentaires ont
alors montré qu'ils étaient aptes a protéger contre au moins un phage en 2018 (Doron et
al., 2018), 29 systémes en 2020 (Gao et al., 2020), 14 systémes de plus en 2021 (Rousset
etal,2021) et 6 trés récemment (Payne et al., 2021). On trouve alors un tres large éventail
de systémes, comme le systéme Thoeris (Doron et al, 2018) qui semble dégrader le NAD
(Nicotinamide Adénine Dinucléotide) de la cellule pour induire la mort de la cellule apres
activation (Ka et al.,, 2020), mais dont le mécanisme d’activation reste encore inconnu. Le
systéme PARIS s’active lors de la reconnaissance d'une protéine anti-restriction et
entraine I'arrét de la croissance de la cellule (Rousset et al., 2021). De la méme maniére,
il a été montré qu’en réponse a ces systemes anti-anti défense, le phage pouvait encore
évoluer et s’adapter. Par exemple, le phage T4, par une de ses protéines virales, est
capable d’inhiber le systéme de R-M bactérien. La bactérie active a son tour un systeme
suicide via le clivage de I'’ARNt, et finalement, une seconde protéine du phage T4 permet
la réparation de ce clivage. Ce dernier correspond finalement a un anti-anti-anti systéme
de défense (Rocha and Bikard, 2021). D’autres systémes ont également été caractérisés
dernierement apres des dizaines d’années de recherche, comme les systemes de type
Retron (Millman et al, 2020). Ces systémes codent une reverse transcriptase associée a
un ARN non codant et couplé a une protéine effectrice. Ils sont associés a la mort de la
cellule comme seconde ligne de défense. Ces systemes sont activés lorsque RecB est inhibé

lors de l'infection par la protéine « Gam » qui est caractéristique de certains phages.

Outre les systemes derniérement cités, des systémes de défense chimiques ont également
été mis en évidence ces derniéres années, notamment dans Streptomyces qui produit des
molécules de la famille des anthracyclines (daunorubicin et doxorubicin) qui sont des
agents intercalant de 'ADN. L’hypothese est que le systeme va préférentiellement
s’attaquer au génome du phage qui est différent d'un point de vue topologique (linéaire,
superenroulé) (Kronheim et al, 2018). C’est aussi ce qui a été retrouvé chez d’autres

procaryotes avec la viperine (retrouvé également chez les eucaryotes) qui modifie les
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découvertes majeures dans le domaine CRISPR correspondantes sont représentées dans chaque
encadré et sont associées a I'image de l'article associé.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE : Systémes de défense bactériens : fonctions et applications

ribonucléotides ddhCTP, ddhGTP et ddhUTP, inhibant ainsi la polymérase virale
(Bernheim et al,, 2021).

2.2.CRISPR : systemes de défense adaptatifs

Les systémes CRISPR sont des systémes adaptatifs naturels de défense contre I'invasion
par de '’ADN exogéne retrouvé chez de nombreuses especes de procaryote. La révolution
technologique de 2012 via I'utilisation du systeme naturel CRISPR-Cas9 comme outil
d’'ingénierie de génome, a considérablement accéléré leur étude et ils représentent un des
sujets les plus étudiés de la décennie (plus de 27 500 publications référencées dans
PubMed). Comprendre leurs mécanismes fondamentaux, leur évolution, leur diversité,
leurs réles comme systéme de défense et leurs applications comme outil d’ingénierie
génomique sont actuellement les principaux défis. Dans cette partie seront détaillés les

systémes CRISPR dans leurs environnements naturels.
2.2.1. Découverte du systeme

Historiquement, les systemes CRISPR ont été décrits dans E. coli en 1987 avec
I'observation de séquences répétées inter-espacées par des séquences uniques. Leurs
fonctions n’étaient alors pas connues (Ishino et al., 1987) (Figure 8). Il a ensuite fallu
attendre les années 2000 pour voir apparaitre de nouvelles données. Des études bio-
informatiques visant a identifier ces séquences répétées sur les génomes ont alors permis
de mettre en évidence ces séquences répétées chez de nombreuses bactéries et archées.
Elles sont le plus souvent a proximité de protéines conservées chez de nombreuses
especes telles que Cas3 et Cas4 (Jansen et al, 2002). Finalement, 45 protéines Cas ayant
des domaines protéiques impliqués dans l'interaction a I'’ADN, avec par exemple des
domaines nucléases et hélicases, ont été identifiées. Il a tres vite été mis en évidence une
certaine hétérogénéité des systémes CRISPR, et il est apparu des le milieu des
années 2000 que les systemes CRISPR étaient de plusieurs types ou familles et qu’ils
pourraient avoir un réle dans la défense bactérienne (Haft et al.,, 2005; Makarova et al.,
2006). Rapidement des études mettant en évidence ce role ont alors vu le jour. Les
séquences uniques appelées «spacers», retrouvées entre les séquences répétées
correspondent a des séquences complémentaires présentes dans des génomes de phages
et autres éléments génétiques mobiles et plus rarement dans des génomes bactériens
(Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; Makarova et al., 2006; Horvath et al.,, 2008). Chez

Streptococcus thermophilus notamment, plusieurs loci possédant de 21 a 48 paires de
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Figure 9 : Représentation du locus CRISPR de S. pyogenes. Le locus comporte différents
modules, un module ARN le CRISPR array, et deux modules protéiques celui permettant
I'acquisition de spacers (adaptation) et le module conférant une défense spécifique
(interférence).
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bases de séquences répétées sont espacées de séquences uniques de méme taille (Deveau
etal, 2008). La présence ou non de ces séquences, associée a une protéine, Cas5 (appelée
maintenant Cas9), détermine une résistance ou une sensibilité aux bactériophages chez S.
thermophilus (Barrangou et al, 2007). Ces deux acteurs jouent également un role en
inhibant la conjugaison bactérienne et la transformation chez S. epidermidis (Marraffini
and Sontheimer, 2008). Ces premiéres démonstrations de I'existence d'un mécanisme de
défense bactérien ont alors intéressé un nombre croissant de chercheurs qui ont essayé
de décrypter leurs mécanismes d’action menant a I'élimination d’'un élément génétique
mobile.

Le locus CRISPR est finalement composé de maniere générale, de protéines Cas qui vont
avoir un réle dans les trois étapes de 'immunité bactérienne : I'adaptation, I'expression
et l'interférence. L’autre partie de ce locus est le CRISPR array qui est composé de
séquences répétées (DR = direct repeat) de 21 a 48 pb selon les systemes, espacées par
les séquences uniques (spacers) de 26 a 72 pb (Deveau, Garneau and Moineau, 2010)
(Figure 9). Ce locus est apparu comme étant tres dynamiqus et évoluant rapidement : de
nouveaux spacers sont acquis dans le locus de maniere polarisée apres infection par des
phages. Cette étape appelée I'acquisition, est médiée par des protéines n’ayant aucun role
dans I'étape de clivage spécifique de I’ADN appelé l'interférence (Barrangou et al.,, 2007).
Le role essentiel de Cas1 et Cas2 dans l'intégration de nouveaux spacers a été mis en
évidence des la fin des années 2000 (Beloglazova et al., 2008; Marraffini and Sontheimer,
2009). Ce systeme dynamique d’adaptation procaryote a pour conséquence I'application
d’'une pression de sélection sur les phages ciblés par le systeme CRISPR. Des variants
(BIM= bacteriophage insensitives mutants), présentant des mutations au niveau des
séquences complémentaires des spacers (dites protospacers) ont alors été identifiés
comme résistants au systeme (Barrangou et al, 2007; Deveau, Garneau and Moineau,
2010; Sun et al, 2013). Toutes ces données expérimentales ont permis une
compréhension de plus en plus précise du systeme CRISPR et notamment de I'implication
de spacers comme supports de I'immunité acquise par les bactéries et leur conférant une
résistance aux phages possédant une séquence identique dans leur génome. Mais deux
éléments majeurs étaient encore indéterminés, tous deux liés aux mécanismes
d’interférence. Il a été décrit tout d’abord dans E. coli que I'’ARN du CRISPR array (crRNA)
est a 'origine de la cascade d’interférence rendant la bactérie/archée immunisée contre

le phage et qu'une maturation du crRNA est essentielle au phénomene d’interférence et a
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sa spécificité (Brouns et al, 2008). C’est la question de l'auto-immunité et de la
discrimination du soi et du non-soi qui s’est alors posée, puisque la séquence
correspondant au spacer est également présente dans le locus CRISPR de la bactérie. Pour
des systemes de défense classiques de types Restriction-Modification, la méthylation de
I’ADN permet cette discrimination, mais comment le systéme CRISPR peut-il couper la
séquence phagique tout en épargnant son propre locus CRISPR (Marraffini and
Sontheimer, 2008) ? Des analyses bio-informatiques de 'ensemble des protospacers de
différentes souches de S. thermophilus additionné d’analyses phénotypiques, ont conduit
a I'identification d'un motif nucléotidique spécifique adjacent aux protospacers : le motif
PAM (Brouns et al., 2008; Deveau et al., 2008; Horvath et al., 2008). Ce motif semble étre
présent sur toutes les cibles phagiques, mais pas sur le locus CRISPR. Ainsi le motif PAM
semble étre la piece du puzzle manquante pour comprendre I'ensemble du systeme. Ce
qui a été confirmé par des expériences dans lesquelles un systeme CRISPR de S.
thermophilus a été importé chez E. coli, 'immunité spécifique contre les phages est bien
conservée et dépend toujours du motif PAM (Sapranauskas et al, 2011). De plus, il a été
démontré que cette séquence PAM est différente selon les types de CRISPR ou la
provenance des protéines utilisées pour l'interférence (Mojica et al.,, 2009; Sinkunas et al.,
2013).

C’est a l'aide de toute cette recherche pionniere que les systemes CRISPR ont été décrits
comme des systémes de défense adaptatifs bactériens. Ces systémes dépendent d'un ARN
issu du locus CRISPR, comprenant une séquence répétée et d’'un spacer associé, qui
permet de cibler de maniére trés spécifique une séquence complémentaire présente sur
un phage ou un élément mobile. Le tout apporte une immunisation spécifique contre
I’élément invasif grace a des protéines associées appelées « Cas ». Ce systéme de défense
adaptatif original a intéressé trés rapidement la communauté scientifique. Au début des
années 2010, les études se sont multipliées pour décrire de nombreux types de systémes

et les détails des mécanismes sous-jacents.
2.2.2. Cibles principales

Les cibles des systémes CRISPR sont les éléments mobiles tels que les phages, mais il est
difficile d’identifier ces cibles puisque seulement 7 % des spacers connus en 2017
trouvent des cibles dans les différentes banques génomiques sur les 363 000 uniques

spacers disponibles (Shmakov et al.,, 2017). Dans la plupart des exemples précédents, j'ai
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mis l'accent sur I'interaction CRISPR - phages, car ce sont les principales cibles (Shmakov
et al, 2017). Mais comme déja cité briévement, les systemes CRISPR cibles toute sortes
d’autres sources d’ADN invasifs communément appelés : les éléments génétiques mobiles
(MGE). Les MGE peuvent étre classés en deux familles, ceux qui sont transmissibles d'une
cellule a une autre comme les phages, mais également les plasmides et les éléments
intégratifs conjugatifs (ICE), et ceux qui sont intracellulaires comme les transposons, les
intégrons, les introns etles séquences d’insertions (IS). Ensemble, ils forment le mobilome

d’une bactérie (Siguier et al., 2006).

Les phages également appelés bactériophages, sont des virus infectant les bactéries. Ils
sont nombreux et retrouvés de maniere ubiquitaire dans tout environnement. Ils sont
reconnus comme les agents biologiques les plus abondant sur Terre. Ils sont composés
d’'un génome ADN ou ARN de 3 kb a 30 kb et sont encapsulés dans une capside protectrice
(Hatfull and Hendrix, 2011; Kasman and Porter, 2021). Une fois dans la bactérie, les
phages adoptent deux stratégies de réplication : le cycle lysogénique ou lytique. Cette
stratégie consiste a l'intégration du génome de phage dans le génome de la bactérie, a
cette étape le prophage est alors en dormance et est transmis seulement d'une bactérie
«meére» a une bactérie «fille», sans tuer la cellule hote. Lors d'un changement
environnemental, ce phage peut se réactiver pour passer en cycle lytique. Le cycle lytique
permet le détournement de I'ensemble des ressources d'une bactérie par le phage afin de
produire a partir d'un génome phagique, de nombreuses copies de celui-ci ainsi que les
protéines phagiques. La bactérie va ensuite mourir et libérer de nouvelles particules
phagiques dans I'environnement qui infecteront les bactéries environnantes (Kasman and

Porter, 2021).

Les IS sont des éléments génétiques de 0,7 a 2,5 kb présents dans de nombreux génomes
bactériens, qui codent une transposase ainsi qu'une séquence terminale répétée. La
transposase va permettre le clivage de 'ADN et le transfert de I'IS dans une autre
localisation, ce qui peut notamment entrainer I’élimination ou le déplacement de génes
environnants. Leurs réles dans I'élimination ou I'insertion des génes dans un génome, le
transfert de génes d’'un génome a un plasmide ou d’un plasmide a un autre par exemple a

été démontré (Siguier et al., 2006).

Le transposon quant a lui a une structure plus complexe, il est composé lui aussi d'une

transposase mais possede un agencement plus complexe avec de nombreux génes qui
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vont le suivre a chaque transposition. Les génes présents dans les transposons vont le
plus souvent coder des facteurs importants favorisant le maintien de cet élément mobile
dans le génome bactérien. De maniére similaire, les intégrons vont se différencier du
transposon par la présence d’'une intégrase site-spécifique et non d'une transposase
(Piotrowska and Popowska, 2015). Tous ces éléments génétiques mobiles ne sont pas
capables de se répliquer eux-mémes et vont étre intégrés au génome bactérien. Ils vont
étre a l'origine d’évolution importante avec acquisition et délétion de génes et vont avoir
un rdle important dans l'écologie bactérienne particulierement en réponse a des

changements environnementaux.

Le transfert de ces éléments d'une cellule a I'autre peut se faire lors d’événements de
transformation de ’ADN, mais aussi de conjugaison pour certains transposons ayant
acquis la machinerie de transposition. Certains de ces éléments, comme les IS, s’intégrent
dans d’autres éléments mobiles pour profiter de leurs machineries de transport
intercellulaire (Piotrowska and Popowska, 2015). Ces autres éléments mobiles, qui
possedent le plus souvent un moyen intrinseque de passer d’une cellule a une autre, sont

les phages, certains plasmides et les ICE (Siguier et al.,, 2006).

Les ICE, comme précédemment décrit dans la premiere partie, sont des éléments mobiles
plutdt grands (20 a 30 kb) qui codent les facteurs nécessaires a leurs excision, transfert et
intégration dans un autre génome. IIs peuvent étre retrouvés intégrés aux génomes

bactériens ou excisés et circulaires (Wozniak and Waldor, 2010).

Les plasmides conjugatifs sont des éléments génétiques qui sont extrachromosomiques,
que l'on retrouve dans la plupart des classes bactériennes. Ils sont capables de se

répliquer de maniere indépendante au chromosome.

Ces deux MGE se transmettent par conjugaison d’une cellule a une autre grace au systéeme
de sécrétion de type IV qu'ils transportent eux méme (Virolle et al, 2020). Ils véhiculent
également le plus souvent, des éléments avantageux pour la bactérie tels que des facteurs
de virulence ou de résistance aux antibiotiques (Piotrowska and Popowska, 2015), ce qui
peut expliquer leur persistance puisqu’ils sont conservés dans une bactérie si le bénéfice

qu'’ils apportent est supérieur au cofit.

De maniére étonnante, une étude récente a démontré la présence de nombreux systemes

CRISPR sur des plasmides, avec une moyenne de 3 % des plasmides qui posséderait un
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systeme. Paradoxalement, ces plasmides participeraient a la dissémination des systemes
CRISPR et posséderaient bien plus de spacers ciblant d’autres plasmides (66 % des
1100 spacers identifiés cibleraient un plasmide contre 24 % sur les 11000 spacers
identifiés dans les systemes CRISPR présents sur les chromosomes) (Pinilla-Redondo et
al, 2021). Tout comme les plasmides, les transposons, les IS, les introns et les virus sont
les cibles principales des systémes CRISPR, et codent malgré tout pour des morceaux de
systemes CRISPR voire des systémes entiers (Faure et al,, 2019). Il en est de méme pour
d’autres systémes de défense comme les RM que I'on retrouve aussi fréquemment portés
par des MGE (Oliveira, Touchon and Rocha, 2014). Toutes ces données ne font que
confirmer que I'interaction bactéries-MGE est une interaction tres complexe, régie par des
conditions écologiques spéciales et que le changement de ces conditions entraine des
adaptations importantes du c6té bactérien, mais également du c6té du MGE. Cette relation
étroite entre bactérie et élément mobile permet a 'un et a l'autre d’évoluer vers des

entités de plus en plus robustes.
2.2.3. Classification évolutive

Comme cela a pu étre remarqué des les années 2000, les systémes CRISPR sont divers
(Haft et al,, 2005). La découverte de nouveaux systemes CRISPR par I'exploration des
génomes et leur classification est en continuelle évolution et de nouveaux systémes
CRISPR sont régulierement ajoutés. Lors de la derniére analyse a grande échelle (13116
génomes analysés), 85 % des especes d’archées (dont 97 % des hyperthermophiles) et
42 % des bactéries possederaient un type de systeme CRISPR plus ou moins complet
(Makarova et al., 2020). Au départ, les génes cas1 et casZ étant présents de maniére quasi
systématique dans les systemes CRISPR, un arbre des casl était couramment employé
pour discriminer les systemes (Horvath et al., 2009). Mais la grande diversité ainsi que
I'implication de transferts horizontaux dans I’évolution de ces systémes CRISPR ont
conduit a proposer un modeéle de classification plus sophistiqué, prenant en compte de
nombreux parametres. La comparaison des similarités de séquence, 'analyse des voisins
les plus proches, 'analyse phylogénétique, les éléments composant le systeme et leurs
combinaisons de genes sont dorénavant pris en compte (Makarova et al., 2020). Seuls
trois types de systémes CRISPR étaient observés avant 2011, puis 5 types et 16 sous-types
en 2015 et ce sont 2 classes, 6 types et 33 sous-types qui sont répertoriés a I'heure

actuelle (Makarovaetal, 2011, 2015,2020). Le descriptif des différents types de systémes
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Table 2 : Tableau récapitulatif de la classification des systémes CRISPR de classe 1. Un
exemple pour chaque type de CRISPR est donné avec les protéines associées. Le nombre de
protéines associées a ces systémes est indiqué par un chiffre, un - indique différents nombres
possibles selon les bactéries possédant ce systeme. Certaines protéines sont identifiées comme
fusionnées et sont mentionnées dans le tableau.
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CRISPR présenté ci-dessous est basé principalement sur plusieurs revues faisant le bilan

de ceux-ci.

Les systemes CRISPR de classe 1 regroupent les types I, Il et IV (Table 2). Ils sont
caractérisés par la présence d’effecteurs multiples ayant un réle dans la maturation du
crRNA et l'interférence a 'ADN médié par le systéme CRISPR. Ces protéines entrainent
une réaction en chaine appelé cascade ou le plus souvent, la protéine Cas6 est responsable
de la maturation du crRNA, Cas5 et Cas7 ont un réle central dans la reconnaissance du
crRNA et l'interaction avec les effecteurs responsables du clivage Cas8-Cas3 ou Cas10. Des
modules avec diverses combinaisons d’effecteurs, des protéines de fusion ou d’autres
effecteurs pour la cascade sont ensuite les principales différences dans les types de

CRISPR de classe 1 (Koonin, Makarova and Zhang, 2017; Makarova et al., 2020).

Le type I est composé de 9 sous-types (A, B, C, D, E, F1, F2, F3 et G). La signature de
ce systeme est la présence de Cas3 qui est une protéine parfois fusionnée a I'’endonucléase
ciblant des ADN exogenes (Makarova et al, 2015). Les différentes protéines modulant

'acquisition sont présentes dans la majorité de ces systémes.

Le type Il est composé de 6 sous-types (A, B, C, D, E, F) et est quant a lui caractérisé
par la présence de Cas10 qui est I'effecteur qui va permettre le clivage de ’ADN cible. Ces
systemes sont caractérisés par de nombreux genes qui ont été dupliqués puis qui ont
évolué (notamment Cas7) (Makarova et al, 2020). L’adaptation et l'intégration des
spacers sont souvent dépendantes des autres systemes présents dans le génome puisque
les protéines Cas1 et Cas2 sont peu retrouvées dans les CRISPR de type III. Ces systémes
sont capables, a l'aide de Cas10, de cliver 'ADN double brin, mais également ’ADN simple
brin pendant la transcription, et '’ARN nouvellement transcrit (Koonin, Makarova and
Zhang, 2017; Liu, lavarone and Doudna, 2017; Gleditzsch et al, 2019). Par exemple, pour
le type I1I-A de S. thermophilus, il a été montré que le systeme via la protéine Csm6 qui est
capable de cliver 'TARNm apreés activation par Cas10 (Kazlauskiene et al., 2017). Pour ces
systemes, la séquence PAM n’est pas nécessairement présente et la reconnaissance du
non-soi s’effectue a I'inverse, par une non-complémentarité de base sur les nucléotides

adjacents au protospacer (Koonin, 2019).

Le type IV est composé de trois sous-types (A, B, et C). Il est considéré comme un

systéme minimal puisque Cas1 et Cas2 ne sont pas présents la plupart du temps dans le
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Table 3 : Tableau récapitulatif de la classification des systémes CRISPR de classe 2. Un
exemple pour chaque type de CRISPR est donné avec les protéines associées. Le nombre des
protéines associées a ces systemes est indiqué par un chiffre, un - indique différents nombres
possibles selon les bactéries possédant ce systeme. Certaines protéines sont identifiées comme
fusionnées et son mentionnées dans le tableau.
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locus CRISPR, mais également parce que les effecteurs sont peu nombreux

(Csf1/Cas5/Cas7) (Makarova et al., 2015).

Les systémes CRISPR de classe 2 regroupent les typesIl, V et VI (Table 3). Ils sont
caractérisés par un effecteur unique remplagant la cascade protéique, avec de nombreux
domaines pour réaliser 'ensemble de 'activité d’interférence. Les différences au sein de
cette classe se situent principalement sur la maturation du crRNA et la présence de
certaines protéines (Koonin, Makarova and Zhang, 2017; Koonin, 2019; Makarova et al,
2020). Leur relative simplicité explique que ce sont les systemes qui ont été les plus

étudiés et les plus utilisés pour en dériver des outils d'ingénierie génomique.

Les systemes de type Il sont répartis en 4 sous-types (A, B, C-1 et C-2). La
principale signature est la protéine Cas9 qui va cliver 'ADN exogéne. Mais le type II est
également caractérisé par la présence d’'un second ARN, le tracr ARN qui est partiellement
complémentaire au crRNA et qui s’hybride pour former un guide RNA conduisant Cas9 a
sa cible (Jinek et al, 2012). Ce systéme est retrouvé seulement chez les bactéries puisque
la maturation du crRNA qui est nécessaire est réalisée par la RNAse III endogene de la
bactérie qui n’est pas présente chez les archées (Makarova et al, 2015). Les différents
sous-types sont ensuite différenciés par 'organisation du locus CRISPR et la présence de
protéines du module d’adaptation : Cas1 et Cas2 seules (II-C), ou associées a Csn2 (II-A)

ou Cas4 (II-B) (Chylinski et al., 2014; Makarova et al, 2020).

Le type V est composé de 17 sous-types (A, B1,B2,C, D, E, F1, F1-U3,F2,F3,G, H, |,
K, U1, U2 et U4). C’est le plus large groupe car il se trouve dans un transposon de type
TnpB ; de nombreux variants sont retrouvés dans la nature (Makarova et al,, 2020). La
signature de ce groupe est la protéine effectrice Cas12. A la différence de Cas9 qui posséde
un domaine de clivage HNH et RuvC, Cas12 ne possede qu'un seul domaine catalytique
RuvC pour le clivage de ’ADN (Makarova et al, 2015). A l'inverse de Cas9, Cas12 ne
nécessite pas de tracrRNA et mature le crRNA de maniére autonome (Koonin, Makarova
and Zhang, 2017). Les différences au sein du type V proviennent essentiellement des
variants de Casl2 (Cpfl, Casl2b, C2C1, etc..) et des protéines du module

d’adaptation Cas1, Cas2 et Cas4 qui sont présentes ou non (Makarova et al., 2020).
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Le type VI est le dernier a avoir été ajouté a la classification et il est composé de
5 sous-types (A, B1, B2, C et D). Cette fois-ci, la signature est la protéine Cas13 qui cible
uniquement les ARN transcrits a partir des génomes invasifs, a 'aide de deux domaines
HEPN. Les systémes sont différenciés sur la base des variations de la protéine Cas13 ainsi
que des protéines accessoires pouvant avoir des réles dans la régulation de l'effecteur
Cas13 (Koonin, Makarova and Zhang, 2017; Makarova et al, 2020). Ce type de systéme a
développé le moyen de discriminer '’ARN endogene de I'’ARN étranger par une séquence
dite PFS (Protospacers flanking site). Pour la protéine Cas13a chez Leptotrichia shahii, il
a été montré que la protéine différencie les ARN endogénes par rapport aux protospacers
ciblés, via la présence sur la séquence endogene d’une base Cytosine au niveau de la partie

répétée du crRNA (Gleditzsch et al., 2019).

Définir 'origine de 'ensemble de ces systémes n’est pas chose facile. Définir des liens de
parenté entre certains d'entre eux est plus aisé, avec notamment le systeme I1-A qui dérive
du II-C par acquisition de Csn2 et qui donne un gain d’adaptation important (Chylinski et
al, 2014) ou le type IV qui provient probablement du type I ou IIl avec la perte de
nombreux effecteurs (Makarova et al, 2020). Mais derniérement la découverte de
relations évolutives entre certaines protéines Cas et des éléments mobiles, a permis de
proposer un modéle d’évolution des systémes CRISPR. Selon ce modéle, la protéine Cas1
proviendrait d'un transposon nommé Casposon, et la protéine Cas4 d’un bactériophage
ou d’un plasmide. De plus, les protéines Cas2 et Csm6 auraient pour origine des systémes
de type Toxine-Antitoxine (Koonin, 2019). Le systeme de type IIl est celui proposé comme
candidat pour étre le systéme ancestral des CRISPR de classe I. Il est trés répandu que ce
soit chez les bactéries ou chez les archées, mais aussi, car il est le plus complexe et que de
nombreux variants de I'effecteur Cas10 existent. Des validations expérimentales restent
toutefois nécessaires. Les systemes de classe I contemporains proviendraient donc d’'un
type Il ancestral et de nouveaux effecteurs seraient alors apparus grace a des
duplications ou acquisitions de génes. Pour les systémes de classe 2, les type Il et type V
auraient évolué lors d’évenements multiples indépendants a partir d'une nucléase
encodée par un transposon qui se serait inséré a proximité d’un locus CRISPR (Makarova
et al., 2020). Plus récemment, une nouvelle étude a grande échelle a permis d’identifier

une nucléase, IscB, provenant des transposons IS200/1S605, comme ancétre potentiel de
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Classe 1

Figure 10 : Représentation schématique de la réponse CRISPR pour les systémes de classe 1 et 2. La
réponse est composée de trois étapes, I'adaptation, I'expression et l'interférence. Le locus CRISPR est représenté en noir
et est composé du locus CRISPR, du module d'adaptation et du module d'interférence. Les éléments génomiques présents
dans la grande majorité des systéemes CRISPR sont représentés par des fleches au contour continu. Les noms des éléments
peuvent étre séparés d'un "/" et cela signifie que selon le systeme CRISPR, le géne Cas4 ou Csn2 peut étre présent. Les
éléments présents dans certains systemes seulement sont représentés par des fleches au contour pointillé. DR= direct
repeat, représente les séquences répétées présentes dans le locus CRISPR. Le schéma représente 3 étapes 1, 2 et 3
subdivisées en sous étapes A, B, C, D/D', E, F et G. L’étape 1 représente 1'étape d'adaptation avec A, I'expression des génes
nécessaires a cette étape, B la réponse a l'infection d'une cellule procaryote par un élément viral (ADN ou ARN) ou un
élément exogeéne tel qu'un plasmide, C, I'acquisition d'un petit morceau de 'ADN/ARN envahisseur et est inséré dans le
locus CRISPR. L’étape 2 représente 'étape d'expression du locus CRISPR (D) et des génes codants les effecteurs protéiques
d'interférence (D"). E représente 1'assemblage de I'ARN CRISPR (crRNA) avec les protéines d'interférence ainsi que le
tracrRNA pour les systémes de types 2. F représente le résultat de la maturation permettant 1'obtention des particules
ribonucléiques matures composées des protéines interférentes, du crRNA mature avec une séquence nucléotidique
complémentaire d'un élément exogene et du tracrRNA pour les systéemes de type II. L'étape 3 représente la défense
adaptative du systéme : l'interférence. G représente le clivage spécifique de 'ADN exogéne lors d'une nouvelle apparition
de I'élément invasif exogéne.
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Cas9. Ceci a mis en valeur 'existence d'une large classe de nucléases fonctionnelles
guidées par un ARN (Altae-Tran et al,, 2021). Le type VI quant a lui, aurait pour origine un
systéme de type ABI (abortive infection system) possédant un domaine HEPN typique

pour l'interférence.

De nombreux éléments mobiles auraient permis une dissémination importante des
systémes CRISPR et la production de nombreux systemes dérivés (Makarova et al., 2020).
Encore plus récemment, une autre étude a mis en évidence la présence de systémes
CRISPR plus ou moins complets et de tous les types (excepté type VI) sur de nombreux
plasmides de bactéries ou d’archées. Au total, 3 % des plasmides posseéderaient des
systemes CRISPR, ce qui a dii largement favoriser la propagation de ces systemes et rend

ainsi la découverte des origines tres difficile (Pinilla-Redondo et al,, 2021).
2.2.4. Etapes du systeme CRISPR

Selon le type, les systemes CRISPR ne fonctionnent pas exactement de la méme maniere,
mais trois phases communes sont décrites dans la littérature pour expliquer le
mécanisme de cette immunité acquise: (1) la phase d'immunisation communément
appelée adaptation, (2) la mise en place de I'immunité ou phase d’expression et enfin (3)
le clivage spécifique de I’ADN aussi appelée phase d’interférence (Figure 10) (Deveau,
Garneau and Moineau, 2010; Horvath and Barrangou, 2010; Barrangou and Horvath,

2012; Doudna and Charpentier, 2014).
2.2.4.1.  Etape initiale d’adaptation

Au moment d’'une réponse primaire contre un phage (immunité innée), mais également
apres une réponse secondaire liée a l'interférence par le systéme CRISPR, une étape
d’adaptation est a 'ceuvre. Les principaux acteurs de celle-ci sont les protéines Cas1 et
Cas2 qui sont essentielles a cette phase (Figure 11). Cas1 et Cas2 vont permettre a partir
d’ADN exogene, une intégration de nouveaux spacers dans le CRISPR array. Ceci est le
fondement de 'immunité adaptative bactérienne par les systemes CRISPR. Cas1 et Cas?2
sont des protéines métallo-dépendantes, leurs mécanismes moléculaires ont pu étre
résolues a l'aide de structures cristallines. C'est notamment ainsi que le complexe
multimérique de quatre Casl externes et deux Cas2 centrales, de E. coli K12 a pu étre
décrit (systeme de type IE) (Nuifiez et al, 2014). Le complexe servirait a découper un

fragment d’ADN exogéne a I'aide de Cas1 qui posséde une activité nucléase. Ce fragment
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Figure 11 : Représentation détaillée de la phase d’adaptation du systeme de défense
CRISPR. Les genes codants les protéines sont représentés par des fleches dont le contour est plein
si leur présence est obligatoire au systeme ou pointillé si alternatif. Le nom du géne possede un
"/" si dans certains systémes il s'agit du géne Cas4 ou du gene Csn2. L'ordre des étapes est
représenté par les lettres A-B/B’-C-D-E et correspond au clivage de I'ADN exogéne, a la
reconnaissance d'un fragment de celui-ci possédant ou non une séquence PAM adéquate, a la
préparation de ce fragment et a son intégration au niveau de la séquence leader du locus CRISPR
afin d'obtenir un locus CRISPR composé d'un nouveau spacer.
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est par la suite intégré a I'aide de Cas2 dans le CRISPR array pres de la séquence leader
(séquence la plus en amont du CRISPR array). Ce complexe fonctionne par paire et dans
certains systémes une protéine de fusion peut étre directement retrouvée (Nufez et al.,
2014). Une méthode de FRET (Transfert d’énergie entre molécules fluorescentes) en
temps réel sur le complexe Cas1-Cas2 de Enterococcus faecalis (systéme de type II) a
également permis de reconstituer de maniere cinétique un modéle de base de

I'intégration du spacer dans le locus CRISPR (Budhathoki et al.,, 2020).

Le mécanisme d’adaptation décrit précédemment est le modele le plus simple, mais de
nombreuses études prouvent que selon les systemes CRISPR, des divergences et
spécificités sont retrouvées. Certaines équipes ont montré une spécificité dans le
processus d’acquisition des spacers en fonction des séquences PAM qui seront
nécessaires a l'effecteur pour l'interférence. Notamment, de nouvelles structures du
complexe Cas1/Cas2 (E. coli K12, type IE) lié a’ADN montrent que le complexe forme une
fourche a deux branches qui change de conformation lorsqu’il interagit avec un spacer. La
séquence PAM est reconnue par la sous-unité Casla par interaction spécifique de la
séquence PAM et il y a alors clivage du morceau d’ADN par le complexe qui régit
également la taille du spacer (J. Wang et al.,, 2015). De plus, des simulations de dynamiques
moléculaires basées sur des modeles mathématiques montrent que la stabilité du
complexe Cas1/Cas2 augmente lors d’'une liaison au protospacer suivi de la séquence
PAM adaptée au systéme (Wan et al, 2019). Chez d’autres systémes, certains acteurs
semblent importants a 'acquisition, pour les systemes CRISPR ciblant 'ARN par exemple,
une protéine reverse transcriptase (RT) serait nécessaire a l'intégration de nouveaux
spacers (Koonin, 2019). Chez un certain nombre de systéemes CRISPR de type II-C, la
présence de Cas4 ou Csn2 est également essentielle (Mir et al, 2018). De plus, la
protéine Cas9 qui est l'effecteur, semble dicter a Casl et Cas2, les spacers qu’il faut
acquérir de maniere directe ou indirecte puisqu’il a été montré qu'une Cas9 reconnaissant
une PAM différente entraine I'acquisition de spacers avec une PAM différente (Heler et al,

2015; Gleditzsch et al,, 2019).

L’étape d’adaptation nécessite également une discrimination du soi et du non-soi sans
laquelle, de nombreux spacers provenant de leur propre ADN seraient intégrés au locus
CRISPR. Il a été montré que, pour le systeme CRISPR de type II-A chez S. thermophilus,

lorsque la Cas9 est inactivée, les spacers intégrés sont peu discriminés. De nombreux
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spacers ciblant le génome de la bactérie elle-méme sont alors acquis. Ceci peut étre
expliqué par la pression de sélection qui, en contexte naturel, aurait éliminé la bactérie
ayant intégré un spacer ciblant son propre génome. Cela impliquerait un taux de suicide
important et expliquerait que I'on ne retrouve pas naturellement de souches avec une
accumulation de spacers dirigés contre le génome (Wei, Terns and Terns, 2015). Dans
cette étude les auteurs soulignent 'acquisition de spacers de maniére aléatoire et non
spécifique d'un ADN exogeéne et une régulation par Cas9 qui élimine les cellules ayant

acquis des spacers provenant de son propre génome.

A contrario, pour le systéeme de type IE de E. coli, il a été montré une acquisition
préférentielle de spacers ciblant des ADN exogénes. En effet, 100 a 1000 fois plus
d’acquisitions auraient pour origine de petites molécules d’ADN (plasmides) plutot que
I’ADN de I'hote (Levy et al., 2015). Cela a été également observé chez Sulfolobus islandicus
(Erdmann et al., 2014). L’hypothése la plus admise provient du taux de réplication plus
élevé des éléments mobiles. Or, lors de la réplication en général, des cassures de '’ADN
peuvent survenir et sont prises en charge par le complexe endogéne de réparation
RecBCD qui va digérer 'ADN jusqu’a une séquence d’ADN précise appelé Chi-site. Un
grand nombre de spacers au niveau de ces séquences Chi-site ont été observés. Cas1 qui
lie 'ADN simple brin, aurait alors une facilité a lier ces morceaux d’ADN digérés
préalablement par RecBCD et ceci favoriserait I'acquisition de spacers (Levy et al.,, 2015;
Wimmer and Beisel, 2020). Ceci peut étre également relié au fait qu'un ADN exogéne
d’ores et déja ciblé par le systéme CRISPR, génére des morceaux d’ADN double brins qui
sont inactifs mais qui peuvent par la suite étre pris en charge par le complexe RecBCD.
C’est alors que de nouveaux spacers provenant d’une position proche de la précédente

cible sont acquis préférentiellement (Westra et al., 2015).

Finalement, le mécanisme de base d’adaptation qui repose sur Casl et Cas2 est
globalement le méme pour l'ensemble des systemes CRISPR et ce sont quelques
différences sur la spécificité ou l'efficacité de l'acquisition qui divergent entre les

systemes. Il s’agit1a de la premiere phase immunitaire, essentielle a la réponse adaptative.
2.2.4.2.  Expression et mise en place du systeme

L’expression du locus/systéme est la seconde étape, il s’agit la de la mise en place a
proprement parler de la phase immunitaire adaptative. De maniére générale et chez la

plupart des systemes, le CRISPR array est transcrit, les protéines Cas et autres protéines
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Figure 12 : Représentation schématique de I'étape d’interférence. Le schéma est découpé
en 6 parties de A a F. La partie A, représente le scan de '’ADN effectué par la particule
ribonucléique, B représente 'étape de reconnaissance d'une séquence PAM et la distorsion de
I’ADN associé, I'étape C’est I'étape de reconnaissance et hybridation de la séquence seed
nécessaire a la formation d’'une pseudo R-loop qui permet par la suite I'étape de propagation de
la R-loop lors de I'étape D. Finalement, I'étape E représente 'hybridation totale de I’ARN guide
(gRNA), la stabilisation de la R-loop qui entraine finalement le clivage de I'ADN lors de I'étape
finale F.
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associées sont exprimées et le pre-crRNA, est maturé en crRNA par un clivage qui adapte
notamment la taille du guide ARN. Ce dernier est alors pris en charge par un ou plusieurs
effecteurs qui vont former une particule ribonucléique mature préte a défendre la
bactérie ou I'archée (Barrangou and Horvath, 2017; Koonin, 2019). Concernant cette
phase, la différence majeure entre les systémes se situe au niveau de la maturation du
systeme puisque pour les CRISPR de type 1], Cas9 est incapable de maturer elle-méme le
crRNA et c’est la RNAse Il endogéne de la bactérie qui va avoir ce role (Fonfara et al,
2014). Cest également pour cela que ce systéme est retrouvé uniquement chez les
bactéries, les archées ne possédant pas cette activité (Makarova et al., 2020). A contrario,
pour les systemes de type IV et V, c’est I'effecteur lui-méme qui va maturer le crRNA, et
chez I'ensemble des systemes CRISPR de classe 1 (type I, Il et IV), c’est la protéine Cas6
qui réalise ce processus (Makarova et al, 2020). Une fois la particule assemblée et
maturée, il faut attendre une nouvelle infection pour alors avoir la phase immunitaire

adaptative : I'interférence.
2.2.4.3.  Elimination de la menace par I'étape d’interférence

L’interférence est la derniere étape de défense (Figure 12). Elle correspond a I'action de
la particule ribonucléique mature qui va étre guidée par son crRNA sur une cible précise
de '’ADN exogéne. La reconnaissance de la séquence complémentaire au spacer, le
protospacer, va permettre la formation d’'une structure R-loop stable et I'enclenchement
de l'action d’interférence qui aboutit au clivage spécifique de ’ADN exogéne et I'inhibition

de I'invasion (Barrangou and Horvath, 2017; Koonin, 2019).

Le mécanisme général décrit précédemment est cette fois encore, un modéle qui présente
des variantes en fonction des différents types de systéeme CRISPR. Le mécanisme le plus
résolu est celui des systémes de types Il et IV qui sont les systemes mono-effecteurs et
d’'intérét biotechnologique. Pour les systémes les plus étudiés, différents modéles
fonctionnels trés précis ont été obtenus a 'aide notamment de nombreuses structures
cristallines : (i) Cas9 de type II-A de S. pyogenes et S. aureus (Jinek et al., 2014; Nishimasu
et al, 2014, 2015) ; (ii) Cas9 de type II-C de Actinomyces naeslundii (Jinek et al., 2014),
Campilobacter jejuni (Yamada et al., 2017) et Corynebacterium diphteriae (Hirano et al,
2019) ; (iii) Structures des complexes liés a leur ADN cible pendant la R-loop (Jiang et al,
2016); (iv) des structures de la Cas12a de Francisella novicida (Swarts et al., 2017).

L’ensemble de celles-ci ainsi que des technologies innovantes telles que la high-speed
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Figure 13: Représentation schématique des domaines de la protéine Cas9.
Représentation des principaux domaines de la protéine Cas9 et de la structure du complexe
ADN-sgRNA-Cas9 de Staphylococcus aureus.
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atomic force microscopy (HS-AFM), qui permet de regarder en temps réel la dynamique
d’action de Cas9 (Shibata et al., 2017) ou la single-molecule fluorescence energy transfer
(smFRET) pour observer la dynamique de la conformation de la R-loop (Zeng et al., 2018),

ont permis de préciser le modeéle de base de l'interférence (Figure 12).

L’étape initiale du processus est celle de la reconnaissance de la séquence PAM par le
complexe ribonucléique. Il a été montré que I'absence de séquence PAM adaptée affecte
la production de la R-loop par manque de stabilité (Szczelkun et al,, 2014; Swarts et al.,
2017) et que c’est la reconnaissance de la séquence PAM qui produit une distorsion de
I’ADN de 30° rendant alors possible 'acces a '’ADN pour 'ARNg (Jiang et al, 2016). La
plupart du temps, la séquence PAM n’est reconnue que sur un brin de I’ADN, mais pour
quelques systemes de type [IC comme C. jejuni et C. diphteriae (Yamada et al., 2017; Hirano
etal, 2019), la séquence PAM interagit avec la protéine Cas9 sur les deux brins de I’ADN.
La structure du complexe dans sa conformation finale étant résolu pour de nombreuses
Cas9, cette étape est apparue particulierement similaire pour toutes ces Cas9. Le domaine
structurel le plus variable de Cas9 est le domaine PI qui a pour réle la reconnaissance et
I'interaction avec la séquence PAM (Figure 13) (Nishimasu et al., 2015). Le domaine PI
interagit de maniére spécifique avec les bases correspondantes a la séquence PAM. Ces
interactions constituent la base moléculaire de la reconnaissance de la séquence PAM
canonique qui peut aller de trois nucléotides comme pour spCas9 (NGG) a dix nucléotides
pour la Cas9 de Clostridium perfringens (Karvelis et al., 2015; Anders, Bargsten and Jinek,
2016). Des différences structurelles du domaine PI, liées a des séquences protéiques
différentes, sont corrélées a des variations de motif PAM canonique. Ceci explique la
diversité tres importante de séquences PAM selon les espéeces bactériennes d’ou provient

la Cas9 (Gasiunas et al.,, 2020).

La seconde étape est la reconnaissance de la séquence « seed ». Cette séquence est la
partie proximale du guide ARN par rapport a la séquence PAM. La taille de celle-ci peut
varier selon les systémes, de 7 nucléotides décrits dans E. coli (Semenova et al., 2011)
jusqu’a 11 chez S. thermophilus (Szczelkun et al, 2014). Cette interaction entre la
séquence « seed » et la séquence ciblée va stabiliser la R-loop primaire, sans laquelle il n'y
a pas interférence. Si la stabilité est suffisante, la R-loop se propage et le gRNA s’hybride
a ’'ADN sur toute sa longueur (Swarts et al, 2017; Zeng et al., 2018) formant ainsi un

complexe tres stable. Une fois la conformation adoptée, il y a clivage de chaque brin de
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I’ADN par les deux domaines catalytiques RuvC et HNH pour Cas9 et seulement par le

domaine RuvC pour Cas12 (Swarts et al., 2017; Zeng et al., 2018).

L’interférence a été décrite de maniere trés approfondie pour les systemes a effecteur
unique, mais les variations liées au type de systéme ne permettent pas pour le moment de
généraliser les détails du mécanisme. Il a par exemple été remarqué avec Cas12a et Cas9
que de plus nombreux mésappariements étaient tolérés avec un plasmide super-enroulé
négativement et qu’'une accélération de la cinétique de clivage était également observée
(Aelst et al, 2019; Ivanov et al,, 2020). Cela a-t-il un réle biologique ou est-ce simplement
une coincidence structurale ? Concernant l'interférence par les systemes a multiples
effecteurs, peu de données sont disponibles, notamment a cause de la complexité
d’assembler des cascades effectrices avec de nombreuses protéines. Le complexe de type
IC, ne possédant que 3 protéines, a pu étre résolu par structure cristalline (O’Brien et al,
2020), mais peu de données sont disponibles sur la grande diversité des systemes a

multiples effecteurs.
2.2.4.4.  Systémes atypiques

Les différents types de CRISPR précédemment décrits donnent une vision globale de leurs
modes d’action. Mais ces systémes CRISPR qui sont, a l'origine, des systemes de défense,
ont pu évoluer vers de nouvelles fonctions. C’est ainsi que certains systemes atypiques

ont été décrits dans la littérature ces derniéres années.

Par exemple, chez Francisella novicida, 1a présence naturelle d'un petit ARN non codant
supplémentaire a été décrite. Celui-ci, a I'aide de Cas9, cible 'ARN messager d'une
lipoprotéine de surface de la bactérie, induisant une baisse de la quantité de la protéine a
la surface de la bactérie, ceci entrainant une baisse de détection par le systéme

immunitaire de son hote (Sampson and Weiss, 2013).

Pour Campylobacter jejuni, deux roles distincts ont été caractérisés pour la protéine Cas9
chez certaines souches : le premier est le clivage de ’ARNm ciblé par le crRNA (Dugar et
al, 2018), le second est la sécrétion de la protéine Cas9 seule dans le cytoplasme de cellule

humaine, entrainant alors la mort de la cellule (Saha et al., 2020).

Un autre systéme de type II, pour lequel un tracrRNA exceptionnellement grand a été
identifié, entraine l'autorépression du promoteur de Cas9 et l'inactivation de cette

répression entraine un taux d'immunisation multiplié par 3000 (Workman et al.,, 2020).
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Ces trois exemples imagent parfaitement les différences entre systémes qui sont
nombreuses et peuvent avoir des répercussions importantes sur leurs fonctions. De tels
systémes atypiques sont certainement nombreux dans la nature puisque chacun évolue
individuellement dans chaque individu de chaque espece procaryote. Des nouveaux

devraient encore étre identifiés dans les prochaines années.
2.2.5. Balance bénéfices-co(ts du systeme adaptatif

La question du « fitness costs », ou colit d’adaptation, des systemes CRISPR est abordée
des 2010 (Horvath and Barrangou, 2010). Environ 50 % des génomes qui contiennent un
systéme CRISPR, possédent plus d'un locus (Deveau, Garneau and Moineau, 2010). Une
souche Streptococcus thermophilus posséde quatre loci CRISPR différents (Horvath and
Barrangou, 2010), Tistrella mobilis et Azospirillum B510 possedent méme trois types de
CRISPR différent (Chylinski et al, 2014) et ceci peut monter a 20 loci CRISPR chez
Methanococcus jannaschii. Ces données semblent montrer que les systemes CRISPR ont
un faible colt de fitness, mais pourtant, de fréquents exemples de pertes de locus CRISPR
suggerent, au contraire, que ces systemes sont coliteux (Delaney et al, 2012; Koonin,
2019). Certains modeles prédisent méme que 10-# cellules au sein d'une population de 10-
10 cellules, seraient déficientes ou auraient perdu leurs systemes CRISPR (Jiang, Maniv, et
al, 2013). Pourtant le gain de fitness de la bactérie ayant éliminé le systéme ne serait pas
forcément considérable et perceptible au niveau de la croissance in vitro (Jiang, Maniv, et
al, 2013). Des études bio-informatiques ont permis de montrer que lorsqu’une bactérie a
une faible diversité de parasites (éléments mobiles), le colit de 'immunité adaptative est
trop important et un simple systéme de I'immunité innée est suffisant. Il en est de méme
pour des taux tres élevés de diversité virales, le cout généré par 'acquisition de nombreux
spacers n’est pas non plus bénéfique et agit sur la fitness de l'organisme. D’autres
systémes de défenses sont alors favorisés comme la variation des récepteurs d’entrée a la
surface des bactéries (Broniewski et al, 2020). En revanche, c’est dans une fenétre de
diversité phagique intermédiaire que la balance (coflit généré par la présence de systémes
de 'immunité adaptative / fitness) est le plus favorable.(Weinberger et al., 2012; Koonin,
2019), ce qui a été confirmé de maniére expérimentale (Houte et al, 2016; Morley et al.,
2016). Il en est de méme pour 'abondance de phages qui augmente le poids du bénéfice
dans la balance et favoriserait le maintien et l'utilisation d'une défense adaptative

(Meaden et al,, 2021).
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Figure 14 : Balance coit-bénéfice du systeme CRISPR. Les différents facteurs identifiés
pesant dans la balance sont représentés en jaunes. Les coups principalement identifiés sont
représentés en rouge et orange, le bénéfice principal en bleu.
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Le cofit sur la fitness de 'organisme peut étre en grande partie expliqué par des effets
déléteres du systeme de défense. Par exemple, la balance entre I'insertion de nouveaux
spacers dans le locus CRISPR et 'auto-immunité que cela pourrait engendrer (Iranzo et
al, 2013). En effet, il a été montré que l'insertion de nouveaux spacers pouvait amener
une population bactérienne a ajouter des spacers ciblant son propre génome.
L’accumulation de spacers représente donc fondamentalement un enrichissement de
I'arsenal cellulaire pour lutter contre les éléments invasifs, mais aussi un risque accru
d’effets déléteres sur la survie de la population bactérienne (Wei, Terns and Terns, 2015).
Ainsi, 'augmentation du nombre de spacers augmente le risque de potentiels clivages off-
target liés a des séquences seed/PAM correctes présentes sur le génome et suffisantes
pour induire le clivage du génome bactérien a faible fréquence (Szczelkun et al,, 2014).
Pourtant, dans certains génomes, on peut retrouver le CRISPR array pouvant représenter

jusqu’a 1 % du génome total (Deveau, Garneau and Moineau, 2010).

Une autre explication peut provenir du cofit évolutif important pouvant étre engendré par
les systemes CRISPR qui limitent les transferts horizontaux (Horizontal Gene Transfer,
HGT). Le transfert horizontal de génes est le moteur majeur de I'évolution des procaryotes
et il est essentiel a la survie a long terme des populations microbienne (Koonin, 2019).
Etant donné que les ADNs exogénes apportés par transduction, par conjugaison
(Marraffini and Sontheimer, 2008; Mahendra et al., 2020) et transformation (Bikard et al,
2012) sont la cible des systemes CRISPR, on peut se demander quel est le cofit évolutif
relatif et le « compromis évolutif » mis en place entre ces différents processus. La trace
fréquente de HGT dans les génomes procaryotes, malgré la présence de systemes CRISPR,
doit impliquer un avantage important pour la bactérie ou un mécanisme permettant de
ne pas étre repéré par le systéme immunitaire bactérien. En effet un transfert horizontal
présente, tout comme les systémes de défense, un cofit chez la bactérie, ce colit étant le
plus souvent compensé par un avantage qu'il confére (Rocha and Bikard, 2021). Mais
entre le colit du systeme CRISPR pour son évolution et sa maintenance et le cofit des
transferts horizontaux avec les avantages de fitness ou non qu'il confére, un équilibre
semble étre présent dans le milieu naturel des bactéries. L’étude des conditions
écologiques des bactéries est vraisemblablement une clef dans la compréhension de cet
équilibre et pour comprendre quand le systeme peut étre conservé ou non et quand la
bactérie nécessite I'acquisition d’ADN exogene pour évoluer (Figure 14) (Westra and

Levin, 2020).
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Figure 15 : Représentation des stratégies d’adaptation adoptées par les phages en réponse
au systéme CRISPR. La séquence d'ADN viral est représentée en bleu a 1'exception de la séquence
ciblée par le systeme CRISPR, le protospacer est en vert. Les protéines codées par I'ADN viral, les
aCR (anti CRISPR) sont représentés en bleu.
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2.2.6. Modele dynamique du combat bactérie-phage

Comme nous I'avons vu précédemment, les systémes CRISPR sont trés divers et possedent
de nombreuses caractéristiques spécifiques, mais 'ensemble de ces systemes montre une
dynamique évolutive tres importante qui va étre régi par la balance avantages versus
inconvénients et le cotit évolutif (Figure 14). Dans un contexte naturel, les bactéries et les
éléments mobiles agissent tels le « chat et 1a souris ». Par le systeme CRISPR, les bactéries
cherchent a se protéger des éléments mobiles qui pourraient interférer avec leur bon
fonctionnement. Ces bactéries vont alors intégrer de nouveaux spacers dans leurs loci
CRISPR. A l'inverse, les pressions de sélection exercées par les systémes de défense
entrainent I'adaptation des bactériophages qui vont évoluer pour échapper ou inhiber la
machine a tuer CRISPR pour ainsi a nouveau se développer. Ce duel est constant et de
nombreuses études ont mis en évidence divers mécanismes d’adaptations mis en place de

part et d’autre (Figure 15).

Plusieurs analyses informatiques, mais également des expériences de co-évolution ont
mis en évidence un systeme d’échappement naturel pour les bactériophages: I'évolution
sous pression de sélection (Horvath and Barrangou, 2010; Sun et al,, 2013; Paez-Espino
et al, 2015). En effet, apres infection d’'une culture bactérienne par un phage, le phage
prend le controle des cellules bactériennes pour se multiplier de maniére dynamique.
Mais tres rapidement, de nouveaux spacers ciblant ces phages sont intégrés au sein de la
population bactérienne comme cela a été vu par exemple chez S. thermophilus (Sun et al.,
2013). Ceci permet a la population bactérienne de reprendre le dessus et d’éliminer la

quasi-totalité de la population phagique.

Lors d’expériences d’infection de bactérie par des phages, apres mise en place de la
défense adaptative par la bactérie, la population virale diminue. En revanche il est parfois
possible d’observer I'apparition de phages résistants (BIM) aux systemes CRISPR et la
population virale peut reprendre sa croissance. Des mutations au niveau des spacers ou
de la séquence PAM ont été caractérisées chez ces BIM. Ceci entraine I'évolution du phage
afin de ne plus étre sensible au systéme CRISPR (Horvath and Barrangou, 2010; Sun et al.,
2013). Il a été montré que ces SNV (single nucleotide variation) sont surreprésentés dans
les régions du phage ciblées par le systeme (Paez-Espino et al., 2015). Cette adaptation
est contournée par la bactérie a 'aide de l'intégration de nouveaux spacers mais pas

seulement. Chez certaines espeéces, une alternative est trouvée par la modulation de la
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spécificité des étapes de l'interférence, telle une forme d’adaptation a plus long terme de

la bactérie.

- Par exemple, une mutation dans la séquence seed signifie la plupart du temps
I'inhibition de I'interférence, contrairement a une mutation sur la partie distale de
le gRNA (Szczelkun et al., 2014). Cette tolérance est variable selon les systémes et
les plus flexibles vont alors pouvoir répondre plus facilement contre certains BIM.

- Il a également été décrit qu’'outre la séquence PAM dite naturelle ou canonique,
d’autres motifs PAM non-canoniques peuvent permettre un clivage de ’ADN
(Anders, Bargsten and Jinek, 2016). Ces motifs sont reconnus griace a une
accommodation stérique lié a une distorsion de 'ADN ou a une compensation
énergétique améliorant la thermodynamique de la liaison a 'ADN (Anders,
Bargsten and Jinek, 2016). Ceci a notamment été identifié chez certaines structures
de protéines Cas liées avec un motif PAM canonique ou non (Yamano et al., 2017),
mais également observés dans de nombreux cas, par exemple pour la tres
étudiée SpCas9 qui reconnait un motif NGG : une certaine flexibilité est observée
pour les motifs NAG et NGA (Jiang, Bikard, et al.,, 2013), mais aussi pour NAGG et
NYGG (Collias et al, 2020). Ces complexes seraient moins stables mais suffisant

pour le clivage de 'ADN (Yamano et al,, 2017).

Ces différents types de flexibilité vont limiter 'évasion des bactériophages qui auraient

muté dans le protospacer (Semenova et al.,, 2011) ou sur la séquence PAM.

Un autre type adaptation a été mis en place par les bactériophages. Cette hypothese avait
d’ores et déja été évoquée comme une possibilité en 2010 sans avoir été démontrée, il
s’agit de la présence de protéines qui pourraient interférer avec la machinerie CRISPR
(Horvath and Barrangou, 2010). Aujourd’hui, 32 sous-types de systémes CRISPR
possedent des protéines dites Anti-CRISPR (Acr), capables d’inhiber la cascade
d’interférence (Marino et al., 2020). De nombreuses études les ont mises en évidence et
différentes étapes de l'interférence sont ciblées. Par exemple, les protéines AcrF2 et F10
ou ACRIIA2 et A4 inhibent I'acces a la PAM en liant partiellement ou totalement le site de
liaison a I’ADN (Chowdhury et al,, 2017; L. Liu et al,, 2019), AcrVA1 qui clive le crRNA de
Cas12a, AcrV5A qui va acétyler Cas12a pour I'inhiber ou également des protéines qui vont

inhiber le clivage comme ACRIIC1 qui lie le domaine HNH (Marino et al., 2020).
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Ainsi ce jeu du chat et de la souris entraine un modéle dynamique important des systemes
CRISPR par des adaptations plus ou moins rapides (mutations, acquisitions de spacers, de
genes). De nombreux autres mécanismes pourraient étre découverts dans les prochaines
années concernant les systemes CRISPR, mais pas seulement. Depuis I'avénement des
systémes CRISPR et leurs compréhensions, la recherche d’autres mécanismes de défense
bactériens s’est développée, et de nombreux mécanismes sont a I'étude. On se rend
compte de plus en plus que les bactéries subissent des pressions de sélections fortes de
leurs environnements et notamment des phages (Jiang, Maniv, et al., 2013; Bernheim and
Sorek, 2020; Chevallereau et al, 2021). Cette situation écologique est un moteur
important de I'évolution des bactéries. En réponse a ces agressions de phages, mais
également aux facteurs environnementauy, les systemes de défense évoluent et restent
dynamiques et ceci est favorisé par 'agencement de ces systémes se regroupant le plus
souvent en ilots de défense afin de favoriser les échanges intra-bactéries (Makarova, Wolf
and Koonin, 2013; Doron et al., 2018; Bernheim and Sorek, 2020; Rousset et al., 2021). En
effet, des flux constants d’échanges et de pertes de systemes de défense sont caractérisés
au sein de populations bactériennes (Jiang, Maniv, et al,, 2013; Bernheim and Sorek, 2020)
ce qui leur confere une protection contre les diverses attaques, cela a par exemple été
montré expérimentalement qu'une population avec une plus grande diversité génétique
limite '’émergence de virus qui échappe au systéme immunitaire des bactéries (Houte et
al, 2016) et qu'une fois la menace éloignée, ces bactéries vont alors rediversifier leurs
«PAN immune system » par I'échange et la perte de ces systemes de défense (Bernheim

and Sorek, 2020).

La recherche sur les systémes de défense bactériens est en plein essor aussi bien
sur les systémes CRISPR que sur les nouveaux systéemes en cours de caractérisation. [y a
fort a parier que les prochaines décennies de recherches vont encore nous apporter de
nombreuses connaissances dans la caractérisation fonctionnelle de tous ces systémes
nouvellement identifiés. Ceci élargira la vision de la dynamique des interactions
procaryotes-phages et la compréhension de 1'écologie de ces organismes. D’autres
systémes vont encore étre découverts du coté des bactéries dans les prochaines années a
I'aide d’outils de détection de plus en plus performants comme le logiciel PADLOCK

(Payne et al, 2021) ou DefenseFinder (Tesson et al, 2021) pour l'identification des
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systemes connues dans des génomes, mais aussi du coté des phages avec l'identification
de nouveaux mécanismes anti-défenses. A l'aide de la compréhension de leurs
mécanismes, on pourra alors améliorer la compréhension de cette histoire évolutive
intéressante entre MGE et bactérie. Une évolution continuelle entre défense contre ces
éléments mobiles et maintien de la fitness et acquisition de ces éléments pour une
évolution plus rapide avec I'acquisition de phénotypes avantageux. Quelques groupes de
recherches essaient d’élargir la connaissance non plus a I'échelle d'un seul systeme ou
d’'un seul point du vue, mais en considérant ces systémes a une échelle plus large, en
prenant en compte le contexte écologique (Bernheim and Sorek, 2020; Westra and Levin,

2020; Chevallereau et al.,, 2021; Rocha and Bikard, 2021).

Outre la compréhension de ces systémes et l'aspect fondamental, lintérét
biotechnologique des systemes CRISPR a largement contribué au développement des
recherches fondamentales sur ce sujet. La partie suivante sera consacrée aux outils

d’'ingénierie de génome développés a partir des systemes CRISPR.

2.3. Détournement du systéme CRISPR pour I'édition génétique

La caractérisation des systemes de défense CRISPR, et notamment la démonstration de
l'utilisation en systeme hétérologue de Cas9 pour protéger E. coli contre certains phages
(Sapranauskas et al,, 2011) a été un tournant dans les développements des outils CRISPR.
Des applications a visée biotechnologique ont été imaginées, comme l'idée d’utiliser les
systémes CRISPR dans l'industrie pour conserver un systeme de production bactérien
résistant aux bactériophages (Barrangou and Horvath, 2012). Mais finalement c’est en
2012 que l'application la plus impactante a fait son apparition. Les systéemes CRISPR ont
révolutionné le domaine de I'ingénierie de génome chez les eucaryotes comme chez les
procaryotes. Le systeme Cas9 est particulierement concerné, il est le premier a avoir été
utilisé comme outil pour le clivage double brin de 'ADN a un endroit trés précis de 'ADN
al'aide d'un ARN simple guide (sgRNA) (Jinek et al, 2012). Ceci favorise I'événement de
la recombinaison homologue pour modifier de maniére efficace et spécifique '’ADN. Cette
technologie d’ingénierie de génome a notamment permis a Emmanuelle Charpentier et
Jennifer Doudna d’obtenir le Prix Nobel de Chimie en 2020. C’est a partir de ces premiéres
démonstrations, et voyant le potentiel de cette technologie, que les études ont explosées.
En 10 ans, c’est plus de 27 000 articles publiés, qui sont répertoriés sur Pubmed en

utilisant le terme « CRISPR OR Cas9 ». C’est le point de départ d’'une expansion importante
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de la boite a outils pour I'ingénierie des génomes, quels qu'ils soient, ainsi que pour des

applications dérivées.
2.3.1. Premiéres applications d’un outil universel

Par leur simplicité et leur découverte préalable aux types V et V], les systemes de types Il
se sont imposés comme l'outil principal pour de nombreuses applications avec
notamment le systeme de S. pyogenes. Comme précédemment décrits, ces systémes
nécessitent seulement la présence de la protéine Cas9 et du sgRNA pour cliver de maniére
tres précise ’ADN. En 2012, c’est par une expérience in vitro de clivage de plasmide que
cela a tout d’abord était démontrée avec l'utilisation d’un tracrRNA couplé au crRNA
(Jinek et al.,, 2012). C’est encore in vitro que de 'ADN génomique d’E. coli et humain ont
été clivés de maniere précise par le systéme de S. thermophilus (Karvelis, Gasiunas and
Siksnys, 2013). Mais rapidement, la technologie s’est répandu et les preuves de concept
dans de nombreux organismes in vivo se sont multipliées (Sander and Joung, 2014). Des
simples bactéries aux organismes eucaryotes complexes, ce sont de multiples modeles qui
ont montré que le systeme CRISPR est un outil universel et qu’il peut fonctionner chez les
bactéries (Jiang, Bikard, et al., 2013), chez les levures (DiCarlo et al, 2013), chez les
cellules humaines (lignées cancéreuses et cellules souches pluripotentes) (Cho et al,
2013; Cong et al, 2013; Jinek et al, 2013; Mali et al., 2013) mais aussi directement chez
les plantes (J. . Li et al, 2013; Nekrasov et al., 2013; Xie and Yang, 2013), le zebrafish
(Hwang et al., 2013), la souris (Shen et al., 2013; Wang et al., 2013), le lapin (Yang et al,
2014) et bien d’autres organismes. Cette utilisation du systeme CRISPR dans ces
nombreux modeles a mis en exergue la précision de cet outil, son efficacité et son faible

cofit.
2.3.2. Outil génétique pour les bactéries

L’ingénierie de génome par le systéme CRISPR-Cas9 est a 'origine basée sur la coupure
précise d'un endroit du génome, suivie par la réparation de ’'ADN par la voie NHE] (Non-
homologous end joining) ou HDR (homologous direct repair) permettant ainsi I'édition
du génome. Chez plusieurs espéces bactériennes, le systeme CRISPR-Cas9 a permis des
modifications génétiques, mais étant donné que chez de nombreuses especes ou souches,
les voies de réparations de I’ADN ne sont pas suffisamment efficaces, le systéme a
rapidement servi a une utilisation comme systéme de contre sélection (Cho, Shin and Cho,

2018; Strich and Chertow, 2018).
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Chez les bactéries du genre Bacillus, le systeme a pu étre utilisé chez le modele B. subtilis
(Altenbuchner, 2016) via l'utilisation de la recombinaison homologue, mais pas en
utilisant la voie de réparation NHE] (Bernheim et al.,, 2017), ce qui implique une efficacité
peu élevée de I'outil d’'ingénierie. Chez B. smithii, le systeme a également été utilisé en
systéme de contre sélection via I'induction de la recombinaison entre 45-55 °C chez cette
bactérie thermophile, puis I'induction de la contre sélection par Cas9 a 37 °C (Mougiakos
et al, 2017). Chez les bactéries pathogenes du genre Clostridium, ici aussi malgré une
faible efficacité de recombinaison homologue, le systéme CRISPR-Cas9 a permis d’obtenir
des délétions de génes chez C. beijerinckii ainsi que des intégrations et des SNV (Y. Wang
et al, 2015; Wang et al, 2016). 1l en est de méme pour certaines bactéries du genre
Corynebacteriuma (Cho, Shin and Cho, 2018), Streptomycetes (Cobb, Wang and Zhao,
2015) ou sur le modeéle bactérien le plus utilisé, E. coli (Jiang, Bikard, et al,, 2013; Li et al.,
2015).

Les diverses opportunités fournies par 'outil CRISPR-Cas9 chez les bactéries ont permis
des avancées importantes dans le domaine de 'ingénierie de voies métaboliques comme
I'augmentation de la production de butanol par les clostridia (S. Wang et al,, 2017), la
production d’acide aminobutyric chez C. glutamicum (Becker and Wittmann, 2015) ou de
Biofuel (n-Butanol) dans E. coli (Kim et al, 2017). Mais cela étend également les
possibilités dans 'étude fondamentale des bactéries ainsi que la compréhension des
interactions hotes-pathogénes comme pour Clostridium septicum (Koike-Yusa et al,

2014).

Comme énoncé précédemment, chez les bactéries, peu d’especes bactériennes possedent
une efficacité de recombinaison suffisante pour utiliser facilement le systeme CRISPR-
Cas9 a des fins d’'ingénierie directe de génome. La contre sélection médiée par le systeme
CRISPR-Cas9 chez les bactéries s’est développée, comme par exemple dans
Staphylococcus aureus ou les souches pathogénes et celles possédant une séquence de
résistance aux antibiotiques, ont été éliminées par un ciblage précis de séquences les

discriminants des autres souches (Bikard et al,, 2014).

Les limites rencontrées dans les différents systemes biologiques lors des essais
d’utilisation de l'outil original CRISPR-Cas9 ont mené a des innovations technologiques
importantes que ce soit chez les eucaryotes ou chez les procaryotes. Chaque limite est

constamment repoussée au fur et a mesure des recherches et des innovations dans le
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domaine de I'ingénierie de génome. Et comme I'a dit Albert Einstein, « A problem without
a solution is a poorly stated problem ». Les prochains points vont traiter des limites du

systeme original et des nombreuses améliorations qui y ont été apportées.

2.4. Limites et expansion de la boite a outils

L’utilisation d’un tel systeme pour faire de I'ingénierie de génome dans une cellule n’est
pas sans inconvénient. Différents obstacles sont répertoriés, ils concernent les différentes
grandes étapes pour 'action du systéme CRISPR, a savoir : son entrée dans la cellule, le

clivage de 'ADN et la survie de la cellule.
2.4.1. Entrée du systeme dans la cellule

L’entrée dans la cellule du systéme CRISPR est une limite importante particulierement
pour les systemes eucaryotes complexes, mais également pour les procaryotes. Deux
stratégies distinctes sont généralement utilisées : l'apport direct d’'un complexe
ribonucléique (protéine effectrice et sgRNA) sous forme « prét-a-I'emploi » ou I'insertion
d’ADN codant le systeme. Chaque méthode posséde ses avantages et inconvénients et

nécessite des technologies différentes.

Chez les bactéries, il n’existe pas de facon trés différente d’insérer le systeme dans la
cellule. En général, le systeme CRISPR est apporté sous forme de plasmide réplicatif ou
intégratif qui permet I'expression des différentes composantes. Pour les bactéries,
I'électroporation, le choc thermique et la transformation au Poly Ethylene Glycol sont les
méthodes plus courantes de transformation (Jiang, Bikard, et al.,, 2013), mais l'utilisation
de la conjugaison naturelle peut également étre envisagée comme c’est le cas entre E. coli
et Salmonella enterica (Hamilton et al., 2019). La principale limite pour cette étape chez
les bactéries est la possibilité d’avoir un protocole de transformation efficace ainsi que

des vecteurs disponibles pour I'espéce ciblée.

Pour les organismes eucaryotes, les méthodes sont beaucoup plus variées. Cela peut étre
aussi réalisé sous forme nucléique par transformation (nucléofection, électroporation,
transfection) dans des organismes unicellulaires simples comme S. cerevisiae ou en
culture cellulaire (DiCarlo et al., 2013; Mali et al., 2013; Tsarmpopoulos et al., 2016). 1l est
également possible de délivrer la nucléoparticule Cas9-sgRNA par injection directe dans
le zebrafish, Caenorhabditis elegans ou dans des cellules embryonnaires (Sander and

Joung, 2014). Une limite a l'utilisation de I’ADN codant le systeme CRISPR chez les
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eucaryotes est lié a I'introduction d’ADN exogéne dans la cellule qui pourrait entrainer
une recombinaison dans le génome, la délétion potentielle de génes et une exposition
longue au systeme de clivage, multipliant les risques d’événements « Off-target » (Zuris et
al, 2015). 11 est également difficile de prévoir quelle quantité de protéine Cas9 sera
produite avec I'introduction d’ADN (Lino et al, 2018). L'utilisation d’ARNm posait encore
récemment de gros problemes de stabilité et d'immunogénicité et n’est pas encore utilisé.
La base uridine a été identifié comme étant le principale probléme entrainant une
immunogénicité et une simple modification chimique de la base a permis notamment les
récents exploits liés aux recherches de Katalin Kariko sur les vaccins a ARNm (Kariko,
2021). Ceci pourrait dorénavant étre a l'origine d’'un nouveau mode de cargo in vivo

d’ARNm codant pour le systéme CRISPR.

La production in vitro de complexes ribonucléoprotéiques pour I'édition de génome par
CRISPR a été particulierement développée et est considérée comme l'option la plus
sécurisée, la plus spécifique et la plus précise (Zuris et al, 2015). Des méthodes comme
l'utilisation de nanoparticules lipidiques et liposomes ou des billes d’or sont possibles
pour délivrer ces complexes ribonucléiques in cellulo, mais leurs efficacités in vivo et
I'inflammation que cela provoque sont des inconvénients importants. Pour des
applications in vitro mais également in vivo dans la souris, une nouvelle technologie a fait
son apparition avec l'utilisation de lipides cationiques comme moyen de transport, pour
une efficacité d’édition tres importante in vitro apres un seul traitement (Zuris et al,

2015).

Mais de nos jours, c’est toutefois le mode de livraison par un vecteur viral de 'ADN codant
le systeme qui est particuliérement utilisé chez les animaux. Il est actuellement le meilleur
moyen pour des applications in vivo, de par son efficacité (Lino et al, 2018).
L’'inconvénient est la limite de taille de 4,7 kb qui peut étre empaquetée par un vecteur
viral AAV (Virus Adéno-Associé) (Patrick D Hsu, Lander and Zhang, 2014; Lino et al,
2018). Ceci empéche par exemple l'utilisation de la classique spCas9 par ce moyen de
transport et c’est une des raisons qui ont poussé la recherche de plus petits orthologues
de spCas9 tels que la Cas9 de C. jejuni, la Cas9 de S. aureus (Benjamin P. Kleinstiver et al.,
2015; Ibraheim et al,, 2018) ou encore I'ingénierie directe de Cas12f pour la création d’'une

version « mini » (Xu et al., 2021).
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Finalement, 'entrée dans la cellule va poser particuliérement des probléemes dans le cas
des systemes eucaryotes complexes et non des organismes unicellulaires. Des solutions
sont développées continuellement avec l'identification de protéines Cas orthologues
suffisamment petites pour étre empaquetées et utilisées dans des vecteurs AAV par

exemple.
2.4.2. Clivage de ’ADN

Une fois a I'intérieur de la cellule, le systeme CRISPR-Cas9 va agir et produire une cassure
double brin de 'ADN sur une séquence précise de 'ADN. Plusieurs limites associées au
clivage peuvent étre répertoriées : (1) la cytotoxicité et les clivages off-target engendrés
par le systeme CRISPR-Cas, (2) lalimitation de choix de séquences cibles liée ala séquence
PAM. Nous allons par la suite détailler ces problémes et voir les solutions qui ont été

apportées.
2.4.2.1.  Toxicité cellulaire : Cytotoxicité et off-target

Chez les bactéries particuliérement, le probleme de la cytotoxicité du systéme se pose. En
effet, il a été montré que la surexpression de spCas9 chez certaines bactéries pouvait étre
cytotoxique et que cela pouvait étre une barriére importante a son utilisation pour de
I'édition de génome (Vento, Crook and Beisel, 2019). Cela pourrait étre dii a des clivages
non spécifiques de I’ADN, mais pas seulement puisque cette cytotoxicité peut également
étre observée sans sgRNA ou apres inactivation des domaines catalytiques de
I'endonucléase. De plus, chez Corynebacterium glutamicum par exemple, Cas9 seule est
cytotoxique méme en absence de gRNA (Jiang et al, 2017). Les problémes combinés de
faibles efficacités de transformation et de cytotoxicité rendent ainsi le systéme SpCas9
inutilisable dans de nombreuses especes. Utiliser une Cas9 dont I'utilisation des codons a
été optimisée pour l'espece bactérienne améliore 'efficacité du systéme, mais cela peut
ne pas suffire (Li et al, 2019). Comme démontré dans Haloferax volcanii, lorsque cela ne
suffit toujours pas, les seules colonies qui sont obtenues hébergent un systéme CRISPR
désactivé par mutation ponctuelle (Cas9) ou perte du tracrRNA ou dont la séquence

protospacer cible a été éliminée ou modifiée (Vento, Crook and Beisel, 2019).

Un probleme récurrent dans l'utilisation de 'outil CRISPR/Cas9 chez les procaryotes
comme chez les eucaryotes est le probléeme des clivages off-target. Chez les bactéries ce

probleme de off-target, se traduit le plus souvent par la mort de la cellule. Cela pose tout
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de méme plus de problemes chez les eucaryotes qui ont des génomes bien plus grands
que celui des bactéries et qui ont des systémes de réparations tres efficaces. Cela met
également en péril les nombreuses applications thérapeutiques in vivo qui sont
envisagées par lutilisation de la technologie CRISPR. Ces problemes sont
particulierement dus a des similarités de séquence entre la cible et d’autres régions du
chromosome. En effet, comme pour le systeme de défense naturelle, on sait que la
séquence seed est essentielle a l'activation de linterférence et que quelques
mésappariements dans le reste du protospacer peuvent étre tolérés par l'effecteur et
entraine tout de méme le clivage (Szczelkun et al, 2014). Tout comme pour le systeme de
défense, la séquence seed semble étre importante pour l'utilisation de CRISPR/Cas9 en
termes d’outils dans d’autres organismes. Toutefois, la position et leffet d'un
mésappariement n’est pas toujours prédictible puisque certaines mutations en région
distale du protospacer semblent parfois avoir des effets importants sur I'activité de Cas9
et a contrario certaines mutations en position proximale dans la séquence seed non (Fu
etal, 2013). Les cellules eucaryotes telles que les cellules humaines sont complexes et ont
des génomes de I'ordre de 3,2 Milliards de pb. De nombreuses portions de séquences sont
ressemblantes et il est décrit qu’avec la spCas9, 99,96 % des guides utilisables auraient
de potentielles off-target avec une séquence PAM et seulement 0, 1 ou 2 nucléotides de
différence avec la séquence guide (Fu et al., 2013; Mali et al.,, 2013). Certaines protéines
Cas9 peuvent méme tolérer jusqu’a 5 ou 6 différences entre la cible et son gRNA in vivo
(Fu et al,, 2013; Tadic et al,, 2019), mais certaines substitutions a des positions précises
ne vont pas avoir le méme effet sur I'activité (Hsu et al.,, 2013). A cela s’ajoute la possible
reconnaissance de séquences PAM non canoniques pour cliver 'ADN, comme NAG pour
spCas9 (Patrick D. Hsu, Lander and Zhang, 2014). Tout comme pour la cytotoxicité chez
les bactéries, la concentration de Cas9 est un facteur trés important dans les phénomeénes
de off-target (Patrick D. Hsu, Lander and Zhang, 2014). Les différences entre séquence
cible et gRNA sont tolérées d’autant plus que la concentration de Cas9 est importante, ce
qui entraine de plus grands nombres de off-target (Hsu et al, 2013; Pattanayak et al,

2013).

Au vu du nombre de parameétres qui entrent en jeu, les clivages off-target peuvent étre
fréquents et tres difficiles a prédire. Quelques outils bio-informatique tels que Cas-
OFFinder (Bae, Park and Kim, 2014), sont développés afin de détecter des sites ou le gRNA

utilisé pourrait s’hybrider de maniere plus ou moins spécifique. Mais ces outils ne
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prennent en compte que les off-target médiées par une séquence spécifique du gRNA, et
tout n’est pas encore décrypté concernant les systemes CRISPR et leurs flexibilités. Afin
de s’assurer du résultat, des solutions de contréle des off-target ont été mises en place
pour valider certaines expériences scientifiques. Par exemple, un systeme classique de
complémentation d’'un gene peut contribuer a la vérification du réle d’'un géne inactivé
par CRISPR. L’utilisation systématique de différents gRNA qui auront logiquement
différents Off-target peut également étre envisagée. D’autres méthodes plus sensibles et
basées sur le séquencage haut débit sont utilisées pour identifier des off-target a faible

fréquence (Hsu et al, 2013; Ran et al., 2013; Y. Fu et al, 2014).

Finalement pour pallier aux problémes de cytotoxicité et de off-target chez les
procaryotes comme chez les eucaryotes, différentes stratégies sont mises en ceuvre. Cela
va passer par le controle de la concentration du complexe sgRNA-Cas9, par exemple en
privilégiant les approches d’entrée dans la cellule de la forme protéique et non nucléique
du systéme, mais pas seulement. Le contréle de I'expression du systéme dans le temps et

'espace s’est particuliéerement développé.
2.4.2.2.  Controle de I'expression dans le temps et dans I'espace

Le controle de I'expression de Cas9 peut se faire de maniére classique par promoteur
inductible a la tétracycline (Zhang et al.,, 2019) ou a la doxycycline (Cao et al,, 2016), tout
comme celle du sgRNA (Aubrey et al., 2015). Mais les probléemes de fuite d’expression sont
assez récurrents et ces méthodes de controle peuvent ne pas suffire. Le systéme Cre-lox a
également été employé pour améliorer la répression, en induisant la recombinase Cre, le
gRNA est par exemple activé (Chylinski et al., 2019). Dans B. subtilis, I'utilisation d'un
plasmide OriC sensible a la température a également permis le contrdle et I'utilisation de
ce systéme de maniere contrélée (Altenbuchner, 2016), et dans B. smithii, la simple
augmentation de la température a 42 °C permet d’inactiver spCas9 sans poser de
problemes de croissance a la bactérie (Mougiakos et al., 2017). Malheureusement, de
telles variations de température ne sont pas possibles pour de nombreux organismes. Une
fois de plus, I'innovation technologique a pris le pas sur de nombreuses études et un
certain nombre de systémes sont maintenant disponibles pour le contréle de Cas9 (Zhang
et al, 2019). Le domaine DHFR (Dihydrofolate reductase) est un domaine structural
instable dérivé d’'une protéine de E. coli. En ajoutant ce domaine a Cas9, la protéine est

instable et cela empéche son action via I’élimination de la protéine par les processus
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cellulaires naturels (Maji et al, 2017). L’ajout d'une petite molécule, la TMP
(Triméthoprime), stabilise le domaine et donc Cas9 et le systeme CRISPR est alors activé.
Ce systeme a méme été optimisé par une photo-activation de la TMP (Manna et al,, 2019).
D’autres mécanismes plus complexes encore sont utilisés et permettent de réprimer le
systéme au maximum. Une équipe a, par exemple, séparé la protéine Cas9 en deux sous
unités qui vont se dimériser a I'aide de deux petites protéines en présence de rapamycine
etune séquence NLS (pour l'adressage au noyau) a été ajoutée qu’a une des deux sous
unité. Il existe bien d’autres systémes qui sont répertoriés dans la littérature avec par
exemple l'utilisation de peptides auto-excisables, ou le contréle par de petits heptameres

a ARN (Kundert et al., 2019; Oakes et al., 2019; Zhang et al., 2019).
2.4.2.3.  Limitation du nombre de cibles

La derniére limite importante liée a la partie clivage de 'ADN concerne la limitation du
nombre de cibles par le motif PAM de spCas9 : NGG. Par exemple pour des bactéries
comme les mycoplasmes qui possédent des génomes riches en AT, un motif NGG est
beaucoup moins fréquent que chez d’autres organismes. En ce qui concerne les
applications thérapeutiques, le ciblage ultra spécifique est nécessaire dans 'optique de

modifier certaines mutations dans I'’ADN associées a des maladies génétiques.

En réponse a ce probleme majeur, mais également pour répondre aux problémes de taille
de la spCas9 mais aussi de toxicité cellulaire et de off-target, un tres grand nombre de
recherches se sont développées autour de la production de variants de la spCas9 et la

caractérisation de nouvelles protéines Cas9 et Cas12.
2.4.2.4.  Utilisation de systemes hétérologues.

Des équipes travaillant principalement sur les bactéries ont voulu utiliser des systemes
CRISPR endogénes a 'organisme sur lequel ils travaillaient pour limiter les problemes de
toxicité (Vento, Crook and Beisel, 2019). C’est par exemple le cas chez Clostridium
pasteurianum avec I'’emploi de la Cas9 endogene pour de I'ingénierie de génome (Pyne et
al, 2016) mais également chez d’autres organismes avec des systémes a multiples
effecteurs comme celui de type IE chez E. coli (Luo et al., 2015). Outre 'emploi de systéme
endogene, des différences selon le systéeme hétérologue utilisé ont été observées, par
exemple chez Corynebacterium glutamicum. Chez cet organisme, la Cas9 seule est

cytotoxique alors que Cas12a a permis d’éditer le génome (Jiang et al, 2017). Méme si
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I'essentiel des outils développés reposent sur les systemes de Classe 2, on trouve aussi
des exemples d’exploitation de systemes endogénes de classe 1 comme chez Pseudomonas

aeruginosa (Csorgé et al., 2020).

Concernant les systemes eucaryotes complexes, la découverte de spCas9 a poussé de
nombreux chercheurs a se mettre en quéte d’autres protéines Cas9 hétérologues, mais
aussi de type Cas12, avec des atouts intéressants en termes de possibilités d'importation,
de séquence PAM, de spécificité et d’efficacité. En effet, un an apres la publication de la
preuve de concept de spCas9, quatre Cas9 d’especes différentes ont été testées et utilisées
simultanément dans E. coli. En revanche, toutes, n'ont pas montré d’activité chez les
cellules humaines (Esvelt et al.,, 2013). Ceci a permis de démontrer que 'efficacité, mais
également la spécificité, serait différente selon le systeme que I'on utilise. Cela a motivé la
caractérisation fonctionnelle de nombreux systemes provenant de nombreuses espéces
de bactéries et archées différentes. La protéine Cas9 provenant de S. aureus (SaCas9) est
rapidement devenu un candidat tres intéressant, notamment de par sa plus petite taille
que celle de spCas9 (1053 contre 1368 acides aminés) qui favorise son maniement in vivo
a l'aide de vecteurs viraux de type AAV (Ran et al, 2015). Mais elle a aussi montré une
activité intéressante puisque contrairement a spCas9, SaCas9 est une enzyme a multiple
turnover et qui clive in vitro beaucoup plus de substrat (Yourik et al, 2019). C'est
également le cas de celle de Campylobacter jejuni (CjeCas9), la plus petite Cas9
caractérisée, qui a été exploitée chez la souris a I'aide d'un vecteur AAV (Jo et al., 2019).
Ces deux Cas9 montraient également des séquences PAM bien distinctes de spCas9
NNGRRT pour SaCas9 et NNNNRYAC pour CjeCas9. Avoir un grand nombre de systemes
fonctionnels implique d’avoir un plus grand choix pour 'utilisation de celui qui est le plus

adapté.

Pour caractériser ces nouveaux systemes, il a fallu en premier lieu décrypter la séquence
PAM qui lui est nécessaire. Il existe différentes techniques qui sont couramment utilisées.
La premiere est une méthode bio-informatique, avec I'extraction des spacers associés au
systeme CRISPR, le BLAST des protospacers correspondants et 'analyse et I'alignement
des séquences a proximité de ces protospacers. Cette méthode est limitée par le nombre
de protospacers qui sont obtenus par BLAST ainsi que par la présence de séquence « faux
positif » (Leenay et al, 2017). Une méthode in vitro est particuliéerement utilisée, elle

consiste a la production de I'effecteur (Cas9 ou Cas12) et du gRNA qui vont servir in vitro
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au clivage d’'une banque de plasmides contenant la séquence cible suivie de 5 ou 7
nucléotides dégénérés. Apres séquencage d’amplicons, cela permet d’identifier
I'ensemble des 1024 ou 16 384 possibles PAM qui sont reconnues par le complexe
ribonucléoprotéique (Karvelis et al., 2015; Karvelis, Young and Siksnys, 2019). Cette
méthode est simple d’utilisation, et elle a notamment permis a I'équipe du Professeur
Syknys, de caractériser les séquences PAM de 79 orthologues Cas9 (Gasiunas et al., 2020).
Cette méthode nécessite une couverture de séquencage importante et n’est pas utilisable
pour des systémes complexes comme ceux de type I. Une méthode in vivo est également
tres employée, la méthode SCANR. Elle évalue la capacité d’'un systeme CRISPR inactivé a
réprimer ou non la GFP, le tri cellulaire par FACS sert ensuite a isoler les cellules ayant

des séquences PAM fonctionnelles (Leenay et al., 2017).

De trés nombreux exemples d’utilisation d’autres systémes Cas chez les procaryotes
comme chez les eucaryotes sont disponibles. Chaque systéme a ses avantages et
inconvénients, et le choix d’emploi de I'un d’eux va dépendre de ce que I'on veut faire avec

ce systéme et dans quel organisme on va l'utiliser.
2.4.2.5.  Evolution dirigée de I'effecteur

L’évolution en laboratoire de protéine Cas9 déja caractérisée est une autre stratégie qui a
été mise en place pour répondre rapidement aux problemes de toxicité, de limitation de

PAM, de spécificité et d’efficacité.

Chez les bactéries, par exemple chez Bacillus licheniformis, I'utilisation d’'une Cas9 avec un
des domaines catalytiques inactivé, appelé Cas9 nickase (Cas9n), a permis d’éliminer une
partie de la toxicité de la Cas9 et d’augmenter I'efficacité d’édition de génome de maniere
importante (Li et al, 2018). Il en est de méme dans plusieurs especes de Lactobacillus ou
la toxicité induite par Cas9 a été corrigée par l'utilisation d’'une nickase pour de

I'ingénierie de génome (Song et al., 2017; Goh and Barrangou, 2021).

Pour modifier la spécificité de séquence PAM, certains groupes ont utilisé une méthode
de greffe de domaine PI de la Cas9 en remplagant celui de la spCas9 par celui de la Cas9
de Streptococcus macacae par exemple afin de donner un motif de reconnaissance de type
NAAN (Ma et al, 2019; Chatterjee et al, 2020). D’autres systemes encore plus élaborés
ont été mis en place, via des systemes de banque de Cas9 mutagénéisé au niveau du

domaine PI, suivi d'un systeme de sélection positive dans E. coli. Cela a permis de produire
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de nombreux variants de spCas9 avec des PAM différentes telles que le variant VQR avec
une séquence PAM de type NGA (Benjamin P. Kleinstiver et al., 2015), mais également des
variants de SaCas9 avec comme séquence PAM, NNNRRT vs NNGRRT préalablement, tout
en conservant un nombre de off-target similaire chez les cellules humaines (Benjamin P

Kleinstiver et al.,, 2015).

Pour améliorer la spécificité en diminuant le nombre de off-target, la méme stratégie a été
employée avec des mutageneses sur I'ensemble de la Cas9 afin d’identifier des variants
intéressants. Un large panel de mutations intéressantes a été identifié, telles que les
variants Cas9_R63A/Q768A, qui montrent une meilleure spécificité dans les cellules
humaines via une augmentation de la sensibilité au mésappariement et une réduction de
la sensitivité de la Cas9 a la PAM (Bratovic et al, 2020). C’est alors que de nombreuses
études ont tenté d’améliorer la spécificité du motif PAM, l'efficacité de clivage et la
spécificité du systeme via la diminution des off-target (Hu et al,, 2018; Lee et al.,, 2018;

Babu et al, 2019).

Pour résumer, I'entrée dans la cellule, la toxicité intrinséque du systéme, les off-target
qu'il génere, la spécificité de PAM et I'efficacité de clivage dans I'organisme ciblé, sont les
principales limites du systéme. Le développement de nouvelles technologies de
transformation, de transport, de controle du systeme et le développement d’un tres grand
panel de variants de Cas9 et d’orthologues, sont des réponses plus ou moins efficaces qui
sont apportées par la communauté scientifique pour pallier a toutes ces limites. Avoir le
choix simplifie grandement le travail des recherches a venir et cela ouvrira le champ des
possibilités afin de sélectionner un systeme qui prenne en compte différents parametres

comme |'organisme auquel on s’'intéresse et le but de I'ingénierie.
2.4.3. Réparation de I’ADN : voies et alternatives

L’utilisation de systemes CRISPR permet d’avoir une coupure tres précise de ’ADN, mais
afin de faire de I'édition de génome, un systeme de réparation de 'ADN est nécessaire.
Comme évoqué précédemment, le clivage de 'ADN double brin entraine de la toxicité
cellulaire si cette coupure n’est pas réparée. La plupart des systemes eucaryotes ainsi que
quelques bactéries vont alors s’appuyer sur leur systeme de réparation qui est
suffisamment efficace pour survivre. Mais ce n’est pas le cas de tous les systemes
biologiques ou la réparation naturelle ne suffira pas. Nous arrivons sur la limite la plus

importante qui est la réparation de 'ADN. Pour répondre a ce probleme, différentes voies
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Figure 16 : Les outils CRISPR et leurs dérivés. Représentation schématique des principaux
outils utilisés par la communauté scientifique : le CRISPR classique, le CRISPR], le CRISPR Base
Editor, le CRISPR Prime Editor. Les domaines catalytiques de la Cas9 HNH et RuvC peuvent étre
représentés barrés d'une croix rouge afin de décrire I'inactivation du domaine. Les mutations de
I'ADN engendrées par le systeme sont représentées en rouge. Le promoteur du gene théorique
est représenté en violet. HDR = Homologous Direct Repair, représente la voie de réparation
homologue de I'’ADN. NHE]= Non-Homologous End Joining, représente la voie de réparation non
homologue de I'ADN. RNAP= ARN polymérase. UGI= Uracil Glycosiltransferase Inhibitor. RT=
reverse transcriptase.
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ont été explorées et les différentes alternatives qui sont utilisées sont présentées ici
(Figure 16).

2.4.3.1.  Voies endogenes de réparation

Dans la nature, il existe plusieurs voies de réparation de 'ADN mais deux voies sont
principalement utilisées (Figure 16). La réparation homologue de I'ADN (HDR:
homologous directed repair), en présence d’'une matrice de recombinaison (ADN modéle),
la machinerie de réparation va s’inspirer de celui-ci pour restaurer de maniére homologue
au modele. Si aucun modele n’est disponible, c’est la réparation NHE] (Non-homologous
end joining) qui va permettre une maintenance rapide mais moins précise de '’ADN (M.

Liuetal, 2019). Cette derniere va parfois entrainer des mutations au niveau de la cassure.

Chezla plupart des eucaryotes, les deux voies sont tres efficaces et I'utilisation de I'une ou
I'autre de ces voies apres clivage par un systeme CRISPR va dépendre du but de
I'expérience. Si une modification précise est désirée, telle qu'une insertion, délétion ou
substitution, la réparation HDR va étre induite en fournissant un modele d’ADN avec des
bras homologue au niveau de la coupure et I'efficacité peut étre améliorée en inhibant la
réparation NHE] (M. Liu et al,, 2019). Pour des applications d’inactivation de génes, il est
également possible d’utiliser la voie NHE] qui va alors ajouter ou éliminer des nucléotides
de maniere aléatoire et possiblement inactiver le gene par décalage du cadre de lecture.
L’avantage a avoir ces deux voies de réparation est la facilité de pouvoir réaliser des
modifications précises de ’ADN, mais c’est aussi un inconvénient puisque contrairement
aux bactéries qui vont mourir le plus souvent (Vento, Crook and Beisel, 2019), une
coupure de type off-target, sera également le plus souvent réparée et possiblement

entrainer des mutations non souhaitées a un autre endroit du génome.

Chez les bactéries, les voies de réparations de 'ADN ne sont pas aussi nombreuses que
chez les eucaryotes, mais il existe tout de méme la recombinaison homologue médiée
principalement par la protéine RecA et la machinerie RecBCD a partir d'un ADN modéle,
(Del Val et al., 2019). La liaison des extrémités de I'’ADN ciblé de maniere aléatoire et non
homologue est également disponible chez certaines especes et se fait par la voie de
réparation NHE] ou MME] (Microhomology-mediated end joining) (Finger-Bou et al,
2020). Les protéines principalement responsables de la voie NHE] sont les protéines Ku
et LigD, et, pour la voie MME], le complexe RecBCD (tout comme la recombinaison

homologue, mais associé a LigA et non RecA). L’utilisation de ces voies endogenes de
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réparations pour de l'ingénierie de génome en combinaison avec I'utilisation du systeme
CRISPR ont plusieurs fois été mis en ceuvre (Finger-Bou et al., 2020), mais leur présence
ou leurs efficacités ne suffisent parfois pas pour 'obtention de mutants en fonction des
especes, voire méme des souches (Vento, Crook and Beisel, 2019). L'importation de
systemes hétérologues bactériens a également été testée et peut parfois fonctionner via
I'importation de genes codant une RecA efficace ou des génes impliqués dans la voie NHE].
Ceci a particuliérement fonctionné pour E. coli ou de nombreuses données et
connaissances sont disponibles (Wright et al., 2017; Zheng et al.,, 2017; Finger-Bou et al.,
2020).

Finalement, les voies endogenes de réparation de I’ADN sont couramment utilisées chez
les organismes ou ces voies fonctionnent et sont efficaces. Mais chez de nombreuses
bactéries, ce n’est pas le cas. Les protéines virales comme le systeme Cre-lox, sont connues
pour étre fonctionnelles dans de nombreux hotes, et sont en général tres efficaces. De
nombreuses équipes se sont ainsi intéressées a l'importation de systémes de
recombinaisons exogenes pour réaliser de I'ingénierie de génome dans des bactéries

récalcitrantes.
2.4.3.2.  Systémes exogénes phagiques

Depuis quelques années, de nombreux systemes exogenes d’origine phagique le plus
souvent, sont utilisés dans les bactéries ne possédant pas une efficacité de réparation
suffisante pour faire de I'ingénierie de génome. Ils peuvent étre couplés ou non au systeme

CRISPR et ce sont de puissants outils pour I'ingénierie de génome (Figure 17 et 18).
2.4.3.2.1. Systéemes SSR

Les recombinases a site spécifique (SSR), sont une classe de protéines qui ont pour
fonction la recombinaison entre deux sites spécifiques. Le systeme le plus connu est celui
de Cre-lox qui appartient a la classe des tyrosines recombinase, mais il en existe d’autres
tels que les sérines recombinases (Xu and Brown, 2016). Ces systemes proviennent de
phages et sont trés présents dans la nature, le systéme Cre-lox, par exemple, provenant
du bactériophage P1 est capable d’infecter différentes espéces bactériennes. Ce systéme
repose sur la protéine Cre, qui possede une fonction recombinase, et sur des paires de
sites lox qui constituent les points de recombinaison (Figure 17). Ces sites sont composés

de 34 paires de bases dont 8 paires de bases centrales homologues, flanquées par
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13 paires de bases inversées entre les deux sites (Shaw, Serrano and Lluch-Senar, 2021).
Dans un contexte naturel, le systeme Cre-lox permet aux phages de s'insérer et de
s’exciser du génome bactérien. Comme outils d’ingénierie chez les bactéries, ils sont
particulierement utilisés comme systéme d’élimination de marqueurs de résistance aux
antibiotiques. En effet, en disposant des sites lox autour du marqueur de résistance a
'antibiotique, aprés ingénierie de génome, il est possible d’exciser et éliminer la séquence
codante du marqueur. En combinaison avec le systéme CRISPR, ces systémes peuvent étre
utilisés pour la modification d’'une bactérie suivie de la contre sélection par le systeme
CRISPR, mais cela implique la possibilité préalable de pouvoir modifier le génome pour y
ajouter des sites lox. Il est possible d’utiliser ces systémes pour la capture précise de

grands fragments d’ADN bactériens dans E. coli (Enghiad et al., 2021).

Finalement, les recombinases a site spécifique sont un point de départ des recherches de
systémes exogenes, mais ce sont d’autres systemes qui ont plus largement intéressé les

microbiologistes, les systémes de recombinaison phagiques tels que le systéme RecET.
2.4.3.2.2. Systemes RecET et lambda Red

Les « Phage-encoded ssDNA annealing proteins » (SSAPs) sont une nouvelle génération
d’outils tres puissants pour l'ingénierie de génome de bactéries manquant d’une voie de
réparation de 'ADN efficace (Figure 18). Parmi les plus populaires et les plus anciens
connus (années 1990), le systeme lambda red et le systeme RecT proviennent
respectivement du phage lambda et du prophage Rac (Hall and Kolodner, 1994; Thresher
et al, 1995). Ces systemes sont liés évolutivement et définissent une large famille de
protéines pour la recombinaison de 'ADN (Iyer, Koonin and Aravind, 2002). Ces systémes
sont composés de différents partenaires protéiques plus ou moins essentiels. La protéine
recombinase (Rec-T ou Red-fB pour les deux systemes cités), est la protéine la plus
importante du systéeme. Seule, elle a pour fonction I'intégration d’'un ADN simple brin
(ADNsb) dans le génome bactérien via trois mécanismes indépendants de RecA qui ont
été plus ou moins précisément décrits : (1) I'incorporation de ’ADNsb comme fragment
d’Okazaki pendant la réplication, (2) par liaison de brin ou (3) par invasion de brins (Hall
and Kolodner, 1994; Poteete, 2008; Thomason, Costantino and Court, 2016). La protéine
recombinase utilisée semble étre hote spécifique et l'utilisation d’un systeme endogene
ou proche phylogénétiquement semble montrer une plus grande efficacité (Datta et al.,

2008; Sun et al, 2015). Une des explications, mais pas la seule, serait en lien avec une
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protéine qui lie 'ADN simple brin (SSB : single strand DNA binding) et qui est souvent
associée au systeme. Celle-ci serait reconnue par RecT en C-terminale ce qui faciliterait
I'interaction entre I’ADNsb et la recombinase. L’ajout d’'une SSB dans certains cas
améliorerait de 1000 fois 'efficacité de recombinaison (Filsinger et al, 2021). Outre la
recombinase seule, le systeme peut étre accompagné d’un partenaire de type exonucléase
(RecE ou Exo) digérant les extrémités de 'ADN a partir d’'une matrice d’ADNdb afin de
générer des fragments simple brin pour l'action de la recombinase (Murphy, 2016;

Thomason, Costantino and Court, 2016).

Depuis quelques années, les systémes SSAPs proches de RecT et Lambda Red sont
largement étudiés et utilisés pour de I'ingénierie de génomes bactériens comme chez
Bacillus subtilis (Sun et al., 2015), Lactobacillus (Yang, Wang and Qi, 2015; Huang, Song
and Yang, 2019), Acinetobacter (Tucker et al., 2019), Shewanella (Corts et al., 2019; Z. Y.
Wu et al., 2019), Pseudomonas (Swingle et al, 2010; Yin et al,, 2019), Photorhabdus (Yin
etal, 2015) ou Corynebacterium (Huang et al., 2017).

Ces systémes peuvent également étre utilisés comme alternative a la recombinaison
homologue endogéne pour réparer une coupure effectuée avec le systéme CRISPR. Cela
augmente l’efficacité de la recombinaison dans certains procaryotes ou sert a la contre
sélection des événements de recombinaison (Huang, Song and Yang, 2019; Pifero-

Lambea et al,, 2020; Zhao et al., 2020).
2.4.3.3.  Outils dérivés : de puissantes alternatives

Les systemes d’édition CRISPR classiques sont tous basés sur le clivage de 'ADN et la
réparation. Précédemment, les principales barriéres a I'utilisation de cette technologie
ont été énumérées et des solutions diverses ont été apportées dans de nombreux
organismes. Malheureusement, pour certains organismes récalcitrants ou pour des
applications nécessitant une extréme précision (telles que la modification in vivo a des
fins thérapeutiques chez 'homme), cela ne suffit pas. Des outils dérivés des systémes

CRISPR sont apparus et la technologie ne cesse de progresser (Figure 16).
2.4.3.3.1. Modulation de la transcription

La premiere innovation est l'utilisation d’'une Cas9 inactivée, ou « dead » (dCas9), par la
mutation de ses deux domaines catalytiques HNH et RuvC (et non plus un seul comme

pour la Cas9n) (Jinek et al, 2012). Cette dCas9 possede toujours ses capacités de ciblage
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précis de 'ADN et va pouvoir reconnaitre ’ADN, se lier et produire une R-loop classique.
En revanche, elle ne va plus pouvoir couper I'ADN et va rester fixée a cet ADN. C'est
notamment grace a 'inactivation de ces domaines que toutes les structures cristallines de
la R-loop de I’ADN avec les différents complexes Cas9-sgRNA, ont pu étre résolues (Jiang
et al, 2016). L’activité intéressante que va produire ce complexe stable est une activité
d’inhibition de la transcription, comme cela a été rapidement montré dans E. coli (Bikard
et al, 2013; Qi et al, 2013). Cet outil est parfaitement complémentaire au systéme
classique puisqu’il résout a lui seul le probléeme de réparation de I’ADN et une partie du
probléme de toxicité cellulaire. Des analyses phénotypiques sont alors possibles dans des
organismes ou le systeme classique ne fonctionne pas et ceci particuliéerement chez les
procaryotes. De plus, l'interférence a la transcription permet de moduler des génes
essentiels tandis qu'une coupure va simplement éliminer la cellule (Peters et al, 2016).
Ce nouvel outil a été mis en place chez Mycobacterium segmentis (Choudhary et al., 2015),
Staphylococcus aureus (Dong et al, 2017; Zhao, Shu and Sun, 2017), Bacillus subtilis
(Peters et al, 2016) et de nombreux autres systémes, y compris eucaryotes chez S.
cerevisiae ou dans des cellules humaines (Gilbert et al., 2013; Qi et al., 2013). L’activité
d’interférence a la transcription est médiée par des fixations sur deux types de sites
(Figure 16) : (1) le promoteur d'un gene ou la formation d’'une R-loop stable induite par
dCas9 empéche le complexe RNAP de se lier ; (2) une séquence interne au CDS, ce qui va
bloquer le complexe et I'élongation de la transcription (Bikard et al,, 2013). Basée sur
l'utilisation de la dCas9 de S. pyogenes et d'un seul guide, la technique a profité de I'essor
des caractérisations de diverses Cas9, en combinant par exemple plusieurs systémes
différents pour faire de la modulation de voie métabolique dans E. coli (Sung et al., 2019).
Des systemes a partir de Cas12 (Zhang et al, 2017) ou méme a partir des protéines
provenant du systeme CRISPR de type I se sont également développés (Luo et al, 2015).
Pour ces systémes, quelques limites sont identifiées, que ce soit les mémes que pour le
systeme classique avec des problémes de off-target ou de nombre de séquence cible limité
par la PAM, ou d’autres. Il a été montré que la présence de mésappariements (jusqu’a 11)
n’est pas un frein a la répression chez E. coli (Cui et al., 2018) ; cela peut entrainer des des
problémes de off-target évidents. De plus, une nouvelle difficulté a été mise en évidence,
nommée « bad seed effect ». En utilisant une librairie de guides et une approche d’analyses
informatiques poussée, il a été montré que certains guide possédant communément une

signature particuliére de 5 nucléotides en séquence seed peuvent entrainer des défauts
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de croissance importants (Cui et al., 2018). L’origine de cette toxicité n’est pour le moment
pas décryptée et il ne semble pas qu’elle soit forcément liée a des interactions off-target
sur des genes essentiels (Vigouroux and Bikard, 2020). Pour les systemes de types VI
ciblant 'ARN, il est également possible d'utiliser Cas13 pour cibler et cliver un ARN cible
et réaliser une interférence (Omar O. Abudayyeh et al., 2016; Abudayyeh et al., 2017). Une
revue décrivant comment réaliser de linterférence a CRISPR chez les bactéries a
récemment été écrite ; elle liste un certain nombre de clés pour optimiser la stratégie

(Depardieu and Bikard, 2019).

De la méme maniere, principalement chez les eucaryotes dans lesquels les protéines
activatrices de la transcription sont connues, des systémes dCas9 de régulation positive
de la transcription ont été produits. Ceci combine l'utilisation d’'une dCas9 qui est
fusionnée a des protéines ou des domaines activateurs de la transcription. En ciblant ainsi
la région en amont du promoteur, il a été démontré la possibilité de réguler de maniére
positive la transcription (Cheng et al,, 2013; Gilbert et al,, 2013; Perez-Pinera et al., 2013).
La protéine VP16 du virus de I'herpés posséde un domaine activateur de la transcription
d’'un gene (Wysocka and Herr, 2003). L'utilisation de 3 copies fusionnées a la dCas9 a
permis la construction de la dCas9-VP48 et de celle de 4 copies, la dCas9-VP64, pour
'activation de la transcription dans S. cerevisae et dans les cellules humaines (Cheng et
al, 2013; Gilbert et al, 2013; Perez-Pinera et al, 2013). Chez les bactéries, peu de
domaines de régulation sont connus mais un domaine synthétique SoxS, a récemment été
mis en valeur pour cette utilisation dans E. coli (Dong et al., 2018). Ce domaine a montré
une activité particulierement intéressante sur les promoteurs de la famille o 70 et
'utilisation d’'une Cas9 avec une PAM modifiée (dXCas9), a permis de développer
sensiblement ces possibilités d’applications (Fontana et al, 2020). D’autres domaines
d’activation ont finalement été décrits comme fonctionnels et ont permis d’accroitre les
possibilités comme la sous-unité p65 du facteur de transcription NF-kappaB, Rta

domaine, etc (Tadic et al,, 2019).
2.4.3.3.2. Systemes Base Editor (BE) : mutagénése dirigée

Les systemes dérivés de CRISPR parmi les plus utilisés de nos jours sont les systemes
d’édition de base (BEs : Base Editor systems) (Figure 16). A l'origine, ils ont été mis en
valeur en 2016 par deux équipes distinctes, celle de David Liu (USA) et celle de Akihiko
Kondo (Japon) (Komor et al., 2016; Nishida et al., 2016). Les BEs combinent la précision
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des systémes CRISPR-Cas9 avec la fonction d’'une protéine désaminase capable d’agir sur
I’ADN simple brin. Ils sont indépendants de tout systeme de réparation de I’ADN puisqu’ils
n’utilisent pas la fonction endonucléase de la Cas9. En effet, une dCas9 est utilisée pour
cibler grace au sgRNA, un endroit précis de '’ADN, créant une R-loop sur une vingtaine de
paires de bases. Cette conformation de 'ADN est favorable a I'action de la désaminase
fusionnée a la dCas9 qui va agir sur ’'ADN simple brin libre pour effectuer 1'édition de
base. Les premieres désaminases utilisées ont été de type cytosine désaminase
(rAPOBEC1, hAID, pmcDA1) et entraine le changement d’une base cytosine en uracile qui,
lors de la réplication, est reconnue en thymine. En ciblant le brin sens et antisens, il est
alors possible de maniére programmeée, de modifier les cytosines en thymines et les
guanines en adénines. Les systemes d’édition de base de type cytosine (CBEs) se sont
développés puisqu’ils se sont montrés moins toxiques que le CRISPR dit classique, avec
moins de problémes de off-target, d’insertions et de délétions tout en étant trés efficaces
que ce soit chez les eucaryotes ou chez les procaryotes (Komor et al, 2016; Anzalone,
Koblan and Liu, 2020). Outre ces trois points positifs, et comme expliqué précédemment,
peu de bactéries possedent des systémes de réparation efficaces de I'’ADN. Le
développement d’un tel outil a donc ouvert des portes pour la génomique fonctionnelle
de nombreuses especes bactériennes comme Klebsiella (Y. Wang et al, 2018),
Pseudomonas (Sun et al., 2020), Clostridium (Li et al., 2019), Streptomyces (Tong et al.,
2019) ou Agrobacterium (Rodrigues et al.,, 2021).

Outre les CBE, d’autres systemes d’édition de base ont ensuite vu le jour avec notamment
l'utilisation d’'une adénosine désaminase (systeme ABE) développée dans le groupe de
David Liu ouvrant la possibilité de changer cette fois-ci, une adénine en guanine et une
thymine en cytosine sur le brin inverse (Gaudelli et al., 2017). Cette fois-ci contrairement
aux CBEs ot la cytidine desaminase utilisée modifie 'ADN naturellement, il a fallu passer
par de I'évolution forcée sur une adénosine désaminase provenant de E. coli (TadA). La
fonction naturelle de TadA de modification de I'’ARN a évolué vers la modification de 'ADN

simple brin pour en faire un BEs intéressant.

Les ABEs et CBEs ont rapidement soulevé un fort intérét dans la communauté scientifique
et de nombreuses améliorations et dérivés ont été obtenus. Une limite de ces systemes se
situe au niveau du choix des cibles et de la fenétre d’action (ou fenétre d’édition). En effet,

dans les premiers ABEs et CBEs, la possibilité de modifier des bases est limitée a quelques
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nucléotides sur I’ADN simple brin dans la R-loop qui ne sont pas encombrés de maniere
stérique par la dCas9. En ajoutant a cela la présence d’'une séquence PAM qui doit étre
coordonnée a ces quelques nucléotides libres, il devient parfois compliqué d’avoir toutes
les conditions nécessaires pour modifier a souhait une cible précise. Ainsi, a I'aide de
variants ou homologues de Cas9, la spécificité de Cas9 pour la liaison sur des sites d’oft-
targets, la spécificité de la séquence PAM et la position de la fenétre d’action ont pu étre
modifiés selon la Cas9 utilisée. Par exemple, pour des génomes riches en AT, le variant
VQR de la SpCas9 pourrait étre une option trés intéressante avec une séquence PAM de
type NGA versus NGG pour l'originale. Plusieurs dizaines de désaminases et de variants
ou homologues de Cas9 ont été décrits dans la littérature ce qui laisse maintenant un choix

important aux utilisateurs. (Evanoff and Komor, 2019; Huang, Newby and Liu, 2021)).

Pour aller toujours plus loin, un double systéme ABE-CBE appelé SPACE a également été
produit pouvant générer les deux mutations et augmenter les possibilités de

modifications (Griinewald et al., 2020).

Les BEs étant limités aux simples modifications pyrimidines-pyrimidines ou purines-
purines, d’autres systemes ont vu le jour toujours dans l'optique de décupler les
possibilités tout en conservant l'avantage d’une toxicité réduite, d’'une spécificité
augmentée et d'une grande efficacité. Le « prime editing» a été développé, pour le
moment uniquement chez les eucaryotes (Figure 16). Ce n’est plus alors une protéine
désaminase, mais une transcriptase reverse qui est fusionnée a une Cas9 nickase. L’ARN
guide va non seulement cibler un endroit du génome, mais il va également posséder une
extension artificielle pour devenir un ARN prime editing guide (pegRNA). Cette extension
est composée de quelques nucléotides d’ARN, complémentaires au brin ciblé par la Cas9
nickase, suivi d’'un fragment possédant la modification désirée qui peut étre de tous types
(insertion, délétion, transversion) et de la fin de la séquence cible. Ainsi la reverse
transcriptase va synthétiser, a partir du pegRNA, la modification directement dans le brin

d’ADN de la cellule (Anzalone et al., 2019).
2.4.3.3.3. Autres outils d’application

D’autres applications plus complexes utilisant les propriétés de ciblage de Cas9 ont été
développées, comme la modulation de la chromatine par la fusion d’'un domaine PYL a la
dCas9 (Chen et al, 2017) ou d’autres modifications épigénétiques (Tadic et al, 2019) ;

I'immunoprécipitation de la chromatine (enChIP) utilisant différents orthologues de
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Cas9 afin de comprendre les interactions moléculaires a certains endroits de I’ADN
(Fujita, Yuno and Fujii, 2018) ; 'imagerie en direct du génome avec un Tag fluorescent
fusionné a la dCas9 (Chen et al., 2013) ; 'utilisation de banques de gRNA pour le criblage
de genes impliqués dans une tres grande variété de processus biologiques (Koike-Yusa et
al, 2014; Shalem et al, 2014) comme par exemple pour l'identification du récepteur
d’entrée ACE2 au SARS-Cov-2 dans les cellules alvéolaires humaines (Daniloski et al,

2021).

2.5. Applications et éthiques : quelles limites ?

A partir de toutes les connaissances fondamentales sur les systémes CRISPR, des
innovations biotechnologiques et médicales tres concretes ont vu le jour notamment avec
des systémes CRISPR inactivés (Vigouroux and Bikard, 2020). Des outils tres utiles de
diagnostic ont, par exemple, été développés, comme pour le diagnostic du virus Zika
(Pardee et al., 2016), la détection de bactéries résistantes aux antibiotiques telles que
Staphylococcus aureus avec une technique de fluorescence in situ de la dCas9 (Guk et al.,
2017), l'utilisation de Cas13a pour détecter le virus Zika, génotyper 'ADN humain ou
identifier des mutations liées aux tumeurs (Gootenberg et al, 2017). Plus récemment et
en lien avec I'actualité, la détection en 20 minutes du virus SARS-CoV-2, en utilisant Cas13
et Csmb6 comme senseurs, a été développée de maniere tres rapide par une collaboration
de nombreux chercheurs (Liu et al., 2021). De nombreuses applications sont nées par la
découverte de ces systémes de défense bactériens, la liste des applications peut étre tres

longue et de nombreuses autres feront leurs apparitions dans les prochaines années.

Des utilisations encore plus ambitieuses sont également en cours de développement et
font 'objet de nombreuses recherches industrielles. A I'image de Félix Hubert D’Hérelle
fondateur de I'idée de la phagothérapie dans le milieu des années 1900, il est imaginé
qu’avec les systemes CRISPR, des applications thérapeutiques pourraient voir le jour. Par
exemple, pour lutter contre les maladies infectieuses et la résistance aux antibiotiques
voire méme contre les especes vectrices de maladies. D’autres avancées médicales sont
également a I'ceuvre avec les nombreuses démonstrations dans des cellules humaines qui
ont montré des preuves de concept fortes telles que I’élimination d’'un chromosome 21
surnuméraire dans des cellules pluripotentes (Zuo et al, 2017) mais également in vivo
chez des embryons de souris. Le systéme de clivage a également été utilisé pour

I'élimination de provirus persistants tels que le HIV-1 dans une souris humanisée
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souffrant d’'une infection chronique (Yin et al, 2017). Une prouesse similaire a été réalisée
pour supprimer une pathologie génétique de la rétine dans un modeéle de souris, avec
aucun indel (insertions-délétions) détecté dans les sites potentiels de off-target apres 14
mois (Jo et al,, 2019). Plus récemment encore, il a été montré que par l'utilisation d'un
systeme base editor, il a été possible de corriger la mutation qui est a l'origine du
Syndrome de Hutchinson-Guilford (ou Progeria) dans un modele de souris. Une simple
injection a permis d’avoir des tissus sains avec 90 % de correction de la mutation dans les

fibroblastes et une durée de vie 2,5 fois supérieure a la normale (Koblan et al.,, 2021).

Tous ces succes donnent de I'espoir pour I'apparition de « traitements » novateurs pour
de nombreuses maladies génétiques. Mais comme dirait Winston Churchill (Et Oncle Ben
de spider man), « Where there is great power, there is great responsibility ». Nous
arrivons aujourd’hui a la croisée des chemins de I'éthique scientifique et sociétale pour
répondre ou non aux enjeux majeurs de ce monde via l'utilisation de la modification
génétique. La génétique de I'homme et les possibilités de connaitre voire de modifier son
génome sont apparues depuis bien longtemps comme des questions cruciales de société,
dans des ceuvres littéraires et cinématographiques (« Le meilleur des mondes » de Aldous
Huxley, «Bienvenue a Gattaca» de Andrew Niccol), mais aussi dans l'histoire de
I’humanité, avec l'idéologie de I'Eugénisme de Francis Galton (1822-1911) et les
événements dramatiques qui en découlent jusqu’a la Seconde Guerre mondiale, ou avec
I'émergence de pouvoir modifier ou méme « designer » un bébé (Agar, 1995). Mais
'apparition des outils tels que CRISPR, Base-Editor, Prime-Editor, a permis d’obtenir, en
quelques années seulement, la technologie nécessaire pour imaginer de nombreuses
applications. Avec les trés nombreuses connaissances accumulées sur les maladies
génétiques, beaucoup de scientifiques et personnes atteintes de ces maladies peuvent
espérer. Mais il peut alors en ressortir des essais cliniques prématurés, éthiquement non
recevables et illégaux tels qu’'on I'a vu avec la naissance de jumelles en 2018, dont les
embryons ont été édités par CRISPR. Actuellement les législations different selon les pays,
mais de maniére globale, I'édition de cellules somatiques humaines est autorisée, car ces
mutations ne pourront étre transmises a la descendance. Cela a permis notamment par
des méthodes ex vivo, de modifier une cellule hématopoiétique de patients atteints de
drépanocytose (Sickle Cell Disease), puis de la réimplanter aprés ablation de la moelle
osseuse. Plus d'un an apres, les deux patients présentent toujours un niveau important

d’alleles édités (Frangoul et al,, 2020). En revanche, la modification génétique sur des
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cellules germinales est plus sujette a débat, car I'on ne veut pas répandre des fonctions
non naturelles chez ’homme sans savoir ce qu’il pourrait en découdre. Ceci est autorisé
par certains pays pour des modifications sur les plantes et animaux, mais pour ce qui est
de 'embryon humain, cela peut étre fait seulement sur des embryons non viables ou de
moins de 14 jours, sans autorisation possible de réimplantation de ces embryons pour
faire naitre un embryon modifié (Doudna, 2020). De nombreuses publications font I'objet
des questions éthiques soulevées par l'utilisation des outils CRISPR (Doudna, 2020;
Collins et al.,, 2021; Piergentili et al, 2021) et des groupes de discussion, tentent de mettre
au clair des regles qui vont harmoniser les besoins scientifiques, les enjeux médicaux ou
sociétaux et I'éthique associée a tout cela comme par exemple le « International Summit
on Human Gene Editing» en 2015, ou le comité multidisciplinaire formé par

I'organisation « World Health Organization » pour I'édition de génome Humain.

Le débat entre ce que |'on sait faire et ce que I'on va faire, prend une place de plus en plus
importante depuis I'apparition de ces nouveaux systemes d’édition de génomes et les
avancées importantes qui en ressortent. Les applications les plus basiques que mon avis
jugerait essentielles pour faire évoluer ce monde sont encore loin d’étre acceptés par une
majorité de la population qui n’est pas suffisamment sensibilisé a ce domaine et qui
malgré tout possede une partie du pouvoir décisionnaire. Quand l'on voit encore
actuellement la médiatisation de personnes jugeant sans comprendre les technologies les
plus basiques tels que les vaccins, 'utilisation d’outils impliquant la modification
génétique a des fins thérapeutiques devra forcément passer par une sensibilisation du
public non scientifique. Cela concerne particulierement la santé humaine précédemment
développée, mais aussi I'écologie animale, végétale et microbienne qui sont des enjeux
importants dans le futur avec les thématiques de conservation de la biodiversité ou de

production de nourriture suffisante pour la population mondiale en expansion constante.

3. OUTILS GENETIQUES CHEZ LES MOLLICUTES

L’étude des bactéries en général et donc des mycoplasmes dans son ensemble, de la
compréhension fondamentale a l'application, nécessite la possibilité de réaliser de
I'ingénierie génétique que ce soit pour de l'expression de protéines hétérologues, la
complémentation fonctionnelle ou pour de la modification génétique (insertion, délétion

et substitution). La mise en place de telles approches est nécessaire pour approfondir de
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Table 4 : Ingénierie génétique publiées chez les mollicutes. Table représentant I'ensemble des espéces de
mollicutes pour lesquelles au moins un outil génétique est disponible. La branche phylogénétique a laquelle appartient
I'espece est représentée dans la seconde colonne (S : Spiroplasma ; H: Hominis ; P : Pneumoniae : A : Acholeplasmae.
Les protocoles de transformation répertoriés sont présentés dans la troisieme. Les marqueurs antibiotiques utilisés
sont présents dans la quatriéme colonne et comprennent le marqueur de résistance a la tétracycline : tet(M), au
chloramphénicol : cat, a la gentamicine : aacA-aphD, al’érythromycine : erm, a lanéomycine : neoR et a la puromycine :
pac. L'origine des plasmides qui sont utilisés sont précisés, et peuvent étre de type suicide, dérivés du transposon
Tn4001, dérivés du transposon Tn916 ou de type plasmide OriC. La présence d’une publication relatant un évenement
de recombinaison est présentée: R1 signifie une intégration naturelle par simple crossing-over, R2 signifie un
évenement naturel de recombinaison par double crossing-over et I'utilisation d'un systéme exogene est précisé.
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nombreux axes intéressants étudiés chez les mycoplasmes tels que la notion de cellule
minimale (Glass et al., 2006), la compréhension de 'émergence de ces espéces dans de si
nombreux hotes avec l'interaction hotes pathogenes (Citti and Blanchard, 2013), la
compréhension des mécanismes de résistance aux antibiotiques dans les cas cliniques
(Chernova et al., 2016) et la recherche de solutions pour lutter contre ces pathogenes
(Gémez-Martin et al., 2013; Ishfaq et al, 2020). De nombreux outils de mutagénese sont
disponibles pour bon nombre d’espéces bactériennes, notamment la recombinaison
homologue. Malheureusement, chez les mycoplasmes une seule espéce a été décrite
comme ayant une recombinaison homologue assez efficace pour l'utiliser a des fins
d’'ingénierie de génome, il s’agit de M. genitalium (Dhandayuthapani, Rasmussen and
Baseman, 1999). Les outils génétiques chez les mycoplasmes sont restés pendant
longtemps peu nombreux et dépendants des especes, ce manque constituant une
limitation importante pour leur étude. Dans ce chapitre va étre répertorié ce que I'on sait
actuellement faire en termes d’ingénierie génétique chez les mollicutes (Table 4), les

limites des outils actuels et les enjeux a en développer de plus performants.

3.1. Transformation et vecteurs

La premiére étape majeure a I'ingénierie génétique est de faire entrer de 'ADN dans la
cellule bactérienne, il s’agit de la transformation. La compétence naturelle qui permet
'acquisition d’ADN a partir du milieu, comme par exemple chez Bacillus subtilis, n’a pas
été observée chez les mycoplasmes. Les seuls exemples d’entrée naturelle de ’ADN connu
sont actuellement les transferts d’ICE par des mécanismes apparentés a la conjugaison
(Citti et al,, 2018; Sagné, Citti and Dordet-Frisoni, 2021) et I'infection par des phages que
I'on retrouve intégrés sous forme de prophages complets ou dégradés dans certaines
especes comme MAV1 dans M. arthritidis (Washburn et al, 2004). Pour faire rentrer de
I’ADN dans les cellules de mycoplasmes, la conjugaison bactérienne d’Enteroccocus
faecalis vers une espéce de mycoplasme M. hominis (Roberts and Kenny, 1987), M.
arthritidis (Voelker and Dybvig, 1996; Washburn, Bird and Dybvig, 2003), Mgal (Ruffin et
al, 2000)) a été utilisée, mais cette méthode a rapidement laissé place a des protocoles de
transformations artificielles plus robustes qui ont été développées en laboratoire pour de
nombreuses espéces de mycoplasmes. Deux méthodes majeures sont utilisées:
'électroporation et la transformation par traitement au poly-éthylene glycol (PEG).

L’électroporation consiste a soumettre des cellules a un choc électrique de quelques ms a
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haut voltage ce qui va induire la déstabilisation de la membrane cellulaire et I'entrée de
I’ADN par diffusion dans la cellule. Les protocoles de transformation au PEG tirent profit
de I'absence naturelle de paroi des mycoplasmes. Le PEG est un polymeére qui interagit
avec la membrane et la déstabilise, ce qui facilite 'entrée de molécules d’ADN dans la
cellule ou la fusion entre cellules. Chaque protocole de transformation est dépendant de
I'espéce bactérienne et les deux protocoles sont parfois utilisés. L’efficacité varie selon de
nombreux parameétres tels que le plasmide utilisé, le marqueur de sélection et les
promoteurs utilisés, le contenu du plasmide et la présence de systémes de défense contre

I’ADN exogene du mycoplasme.
3.1.1. Marqueurs de sélection et promoteurs

L’absence de paroi chez les mollicutes limite I'utilisation d'une classe d’antibiotique, les
B-lactamines ainsi que d’autres molécules qui inhibent la syntheése de la paroi bactérienne.
Les mycoplasmes sont également naturellement résistants a la rifampicine, les
polymixines et les sulfonamides. La mutation naturelle de RpoB, une sous unité de la RNA
polymérase, empéche la liaison de la rifampicine. Les polymixines et les sulfonamides
ciblent la synthése de lipopolysaccharides et de I'acide folique or, chez les mycoplasmes,
ces voies métaboliques ne sont pas présentes. De plus, les mycoplasmes sont capables
d’adaptation rapide et, depuis quelques années, 'augmentation des résistances aux
antibiotiques a été observée pour de nombreuses espéces d’intérét médical ou vétérinaire
(Pereyre and Tardy, 2021). Ceci va d’autant plus limiter l'utilisation de certains
antibiotiques en laboratoire pour le travail sur des souches isolées récemment (Taylor-
Robinson and Bébéar, 1997; Chernova et al, 2016; Le Roy et al, 2016; Gautier-
Bouchardon, 2018; Valentine-King et al,, 2020). Quelques marqueurs de résistance sont
malgré tout disponibles et couramment utilisés pour des applications de transformation
de mycoplasmes, notamment des marqueurs conférant des résistances a la tétracycline,
la gentamicine, le chloramphénicol, I'érythromycine et la puromycine (Dybvig and Cassell,
1987; Dybvig, French and Voelker, 2000; Algire et al, 2009). Le géne de résistance a la
tétracycline, tet(M), est couramment utilisé chez de nombreuses especes de mollicutes. I
confere un haut niveau de résistance a la tétracycline en liant le ribosome et empéchant
son action bactériostatique. La gentamicine est également un antibiotique
bactériostatique de la famille des aminoglycosides, cette molécule se lie au ribosome

bactérien et augmente fortement le taux d’erreurs de lecture lors de la synthése
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protéique. Le gene de résistance a la gentamycine aacA-aphD, (Rouch et al, 1987) est
utilisé également chez les mollicutes et modifie directement I'antibiotique empéchant
ainsi sa liaison au ribosome. La résistance au chloramphénicol est induite par le gene de
résistance chloramphénicol acetyltransferase (cat) qui catalyse l'acétylation du
chloramphénicol, altérant sa capacité de fixation au ribosome bactérien. Le gene erm est
responsable de la résistance a l'antibiotique érythromycine, mais comme pour la
gentamicine, I'apparition de résistances spontanées est plus fréquente en présence de ces
molécules et ce marqueur n’est donc pas fréquemment utilisé (Renaudin, Breton and Citti,
2014). Plus récemment, le géne puromycine N-acetyltransferase a été évalué et utilisé avec

succes dans plusieurs espéces de mycoplasmes (Algire et al., 2009).

Afin de controler I'expression du marqueur de résistance, mais également de genes
d’intérét, il est nécessaire d’avoir des promoteurs plus ou moins forts selon 'application
envisagée, et qui fonctionne de préférence chez plusieurs espéces. Chez les mollicutes,
relativement peu d’études se sont focalisées sur les promoteurs de mycoplasmes. Il est
courant d’utiliser les promoteurs naturels des genes de résistance comme pour le gene
aacA-aphD. Mais de plus en plus, on se rend compte que le choix du promoteur contrélant
I'expression du géne de résistance a l'antibiotique est un facteur déterminant de
I'efficacité de transformation (données non publiées; Montero-Blay et al, 2019). Des
promoteurs comme celui de la spiraline pS provenant de chez Spiroplasma citri (Lartigue
et al., 2002) ou p438 de chez M. genitalium (Pich et al., 2006) sont couramment utilisés
pour conduire I'expression de certains genes dans des espéces trés variées de mollicutes
comme M. pneumoniae, M. genitalium, Mgal, M. agalactiae ou les espéces du cluster
mycoides (Janis et al., 2005; Pich et al., 2006; Algire et al., 2009; Breton et al., 2010). Mais
pour certaines especes chez lesquelles ils ne sont pas reconnus ou dans le but d’obtenir
une expression plus importante, des promoteurs endogenes tels que celui du géne tuf, du
gene vsa ou du géne P97 sont utilisés (Dybvig, French and Voelker, 2000; Zimmerman and
Herrmann, 2005; Ishag et al, 2016). Récemment, un promoteur synthétique consensus
basé sur celui du géne tuf de dix especes de mycoplasmes a été construit et montré comme
étant fonctionnel chez quatre espéces de mycoplasmes tres éloignés (Montero-Blay et al.,
2019). Le controle de I'expression offre de nombreuses possibilités intéressantes mais
trés peu de promoteurs inductibles sont actuellement disponibles pour les mycoplasmes.

Un promoteur inductible a la tétracycline a été construit et a été testé dans plusieurs
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Figure 19 : Représentation schématique des principaux outils disponibles chez les
mycoplasmes. Les trois types de plasmides sont représentés en noir, vert et bleu. Les
différents éléments composant ces plasmides sont représentés avec des boites de couleur. Les
IR sont les séquences répétées inversées et sont nécessaires a l'intégration de la séquence
plasmique par la transposase associée. La recombinaison peut étre liée a un événement simple
(R1) qui intégre I'ensemble du plasmide dans la cible, ou a deux événements (R2) permettant
'échange précis de fragments d'ADN.
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especes de mollicutes, notamment S. citri, M. agalactiae et M. genitalium (Breton et al,

2010; Mariscal et al., 2016).

Trois types de vecteurs sont actuellement disponibles: les plasmides suicides, les

transposons et les plasmides réplicatifs oriC.
3.1.2. Plasmide suicide

Le plasmide suicide est un plasmide qui, une fois transformé dans la bactérie, est
rapidement éliminé sauf s'il s'intégre dans le génome. Chez les mycoplasmes, il est utilisé
principalement pour deux applications: l'inactivation de genes par recombinaison

homologue et I'expression transitoire d'un gene particulier (Figure 19).

La premiere consiste a insérer dans un plasmide suicide deux séquences homologues
ciblant un locus particulier sur le chromosome et encadrées par un marqueur de
résistance a [l'antibiotique. Cette méthode visant linsertion, la délétion ou le
remplacement d’une partie du génome, repose sur la recombinaison naturelle de la
bactérie et la sélection des recombinants par l'antibiotique correspondant. Cette
méthodologie a permis par exemple d’obtenir des mutants chez M. genitalium
(Dhandayuthapani, Rasmussen and Baseman, 1999; Dhandayuthapani et al.,, 2001) qui est
la seule espéce de mycoplasme actuellement décrite capable d'un double crossing-over
naturellement (Table 4, Figure 19 : R2). Un simple crossing-over (R1) conduisant a
I'insertion du plasmide suicide au niveau de la région complémentaire peut étre suffisant
pour inactiver un gene. Peu de rapports en font état dans la littérature hormis chez M.
genitalium ou M. pneumoniae (Krishnakumar et al., 2010) (Table 4) et plus largement
pour les mollicutes, chez Acholeplasma laidlawii (Dybvig and Woodard, 1992). Le faible
succes obtenu lors de ces tentatives est a mettre en lien avec les faibles fréquences de
recombinaison homologue chez les mycoplasmes, aux efficacités de transformation qui
restent souvent relativement faibles et au fait qu'un simple plasmide suicide est le plus

souvent éliminé avant que I'évenement de recombinaison n’ait pu avoir lieu.

La seconde application consiste a I'introduction d’'une séquence codant une protéine pour
une expression transitoire dans la cellule. Cela permet par exemple d’exprimer de
maniére transitoire la protéine RecA de E. coli, pour induire la recombinaison et produire
ainsi des mutants. Trois rapports en font état dans la littérature, produisant, par un

événement de simple crossing-over, I'inactivation d’'un géne par intégration chez Mmc et
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de M. hyopneumoniae (Allam et al, 2010; Clampitt, Madsen and Minion, 2021) et la
délétion d’'un géne par double crossing-over chez Mycoplasma hyorhinis (Ishag et al.,

2017b).

Ces plasmides sont également utilisés pour I'expression transitoire de recombinases
spécifiques comme celle codée par le gene tnpR (Janis et al., 2008) ou la recombinase Cre
(Mariscal et al., 2016; Garcia-Morales et al., 2020), utilisées aprés ingénierie du génome
pour I’élimination du marqueur de résistance par exemple. En introduisant le géne codant
de telles recombinases dans un plasmide suicide, il est alors possible de garder
suffisamment longtemps le systeme dans la cellule pour permettre I'expression et l'action
de ces enzymes conduisant a I’élimination du marqueur intégré au génome. Ce plasmide

est ensuite naturellement éliminé par la cellule sans pression de sélection.
3.1.3. Plasmides oriC

Les plasmides oriC sont des plasmides réplicatifs contenant une origine de réplication
chromosomique compatible avec 'espece a transformer. Le géne dnaA et les régions a
proximité permettent l'initiation de la réplication et la propagation du plasmide au fil des
générations, la présence de celui-ci étant sélectionnée par une pression de sélection
apportée par un marqueur de résistance a un antibiotique. L’utilisation de plasmide
réplicatif a été déclencheur d’'un important développement chez les mollicutes puisque la
conservation d’'une molécule d’ADN circulaire dans le temps au sein d’'une cellule a des
avantages par rapport au transposon. Aucun gene ou région chromosomique n’est
impacté par la présence de cette molécule, il est possible de I'éliminer sans pression de
sélection, il est possible de le maintenir dans une population de cellules en croissance afin
de favoriser 'observation d’évenements rares tels que les événements de recombinaison

homologue (Figure 19).

Ce type de plasmide a d’abord été développé chez Spiroplasma citri pour de I'expression
de protéines hétérologues (Renaudin et al,, 1995). Rapidement il a été utilisé chez cette
méme espece comme outil de mutégénese dirigée, le maintien de la matrice de
recombinaison clonée dans le plasmide oriC pendant plusieurs générations favorisant des
événements de recombinaisons (Duret et al, 1999). Ces plasmides ont alors été
développés pour de nombreuses especes : M. pulmonis (Cordova et al., 2002), Mmm, Mmc
et Mcap (Lartigue et al., 2003), M. agalactiae (Chopra-Dewasthaly et al., 2005), M. imitans
et Mgal (Lee, Browning and Markham, 2008), M. hyopneumoniae (Maglennon et al., 2013),
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Mycoplasma synoviae (Shahid et al., 2014), Mbov (Sharma, Citti, et al., 2015), Spiroplasma
eriocheiris (Terahara, Tulum and Miyata, 2017), Mesoplasma florum (Matteau et al., 2017)
et M. pneumoniae (Blotz et al., 2018). Dans ces especes, quelques rares évenements de
recombinaison ont parfois pu alors étre observés. Ainsi, des articles relatent la
construction de mutants par simple crossing-over chez Mcap (Janis et al., 2005; Lartigue
et al, 2009), Mgal (Lee, Browning and Markham, 2008) et M. hyorhinis (Ishag et al,
2017a).

Comme pour tous les outils, il existe quelques inconvénients. Le premier est 'intégration
parasite du plasmide au niveau de I'oriC qui est observée chez la plupart des especes. Cela
peut engendrer des problémes de faux positifs et 'impossibilité d’éliminer un élément du
plasmide. L'utilisation d’une région réduite de I'oriC (Lartigue et al., 2002) ou comme chez
les espéces du groupe mycoides, chez Mgal et M. synoviae, I'utilisation de I'oriC d’une
espece proche (Lartigue et al, 2003, 2009; Shahid et al, 2014), permet de limiter ce

phénomeéne.

Le second inconvénient est la nécessité d’utiliser une séquence oriC provenant ou tres
proche de I'espéce que l'on veut transformer. Cela implique le développement d’'un
plasmide oriC pour chaque espece ou groupe d’especes et non un outil universel a tous les
mollicutes. Le manque de contrdle du nombre de copies présentes dans une cellule peut

également étre problématique pour certaines applications.

En tous les cas, le faible nombre de publications rapportant la production de mutant
montre bien que ces technologies sont limitées et ne sont pas des outils suffisamment

efficaces et pratiques pour faire de I'ingénierie complexe de génome.
3.1.4. Transposons

Les transposons sont a 'origine des éléments mobiles naturels présents dans la plupart
des phyla bactériens, comme j’ai pu le décrire dans la partie précédente (CF CRISPR). Dés
1978, il ont été utilisés comme outils génétiques pour des applications d’inactivations
aléatoires de génes non essentiels chez les bactéries: la mutagenése a transposon
(Hernalsteens et al., 1978, no date). Les outils utilisés pour ce type de mutagénése sont en
fait des plasmides non réplicatifs dans I'hote d'intérét et portant un transposon plus ou
moins modifié. Ils sont composés, a minima, d’'une transposase et de séquences IR

(répétées inversées) qui vont permettre I'insertion de la séquence présente entre les IR
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dans le génome, de maniere aléatoire. Cette insertion aléatoire va avoir comme
conséquence, la mort de la cellule si un gene essentiel est inactivé, la survie si I'insertion
s’est faite dans une région intergénique ou dans un gene non essentiel. La caractérisation
de la localisation du transposon permet d’'une part d’identifier les génes responsables
d’'un phénotype particulier comme par exemple les génes responsables de la formation
des biofilms chez Streptococcus gordonii (Loo, Corliss and Ganeshkumar, 2000) et d’autre
part, d’évaluer I'essentialité des génes dans une condition définie, par mutagénése a
saturation combinée a du séquencage haut débit. Cela a permis, par exemple, de
déterminer quels génes pouvaient étre éliminés pour construire la cellule minimale JCIV-

Syn3.0 (Clyde A. Hutchison et al., 1999).

Chez les mycoplasmes, deux transposons ont été particulierement utilisés : le Tn916
(Clewell and Gawron-burke, 1986) provenant de Enterococcus faecalis, le premier utilisé,
avait I'avantage de posséder un marqueur tet(M) qui a été rapidement décrit comme
fonctionnel chez Acholeplasma laidlawii et M. pulmonis (Dybvig and Cassell, 1987). Le
Tn916 a d’abord été utilisé par conjugaison bactérienne qui s’est révélée possible avec
certaines espéces de mycoplasmes (Roberts and Kenny, 1987) (Table 4). En revanche,
C’est un transposon trés grand (18 kb) pouvant changer de positions plutét fréquemment
(King and Dybvig, 1991). Le Tn4001 (Rouch et al, 1987) est arrivé rapidement apres le
Tn916, lui aussi ayant été décrit comme fonctionnel chez Acholeplasma laidlawii et M.
pulmonis (Mahairas and Minion, 1989; Mahairas, Jian and Minion, 1990). Celui-ci posséde
le gene aacA-aphD de résistance a la gentamicine et est plus petit (4,7 kb). Il a été utilisé
dans de trés nombreuses especes de mollicutes, et des modifications y ont été apportées
comme le changement du marqueur de résistance, des promoteurs et l'inversion des
séquences IR afin d’exclure le géne de la transposase apres insertion. Ce transposon est le
plus utilisé et de nombreux dérivés en découlent portant différents noms comme pISM,
plV, pMT, Mini. Ces deux transposons ont permis I’étude fonctionnelle de nombreux génes
en permettant de montrer leur lien avec des processus particuliers tels que la
cytoadhérence chez M. pneumoniae (Hedreyda and Krause, 1995) ou I'activité ATPase de
la F1-likeX0 chez Mmm (Béven et al, 2012). Ces transposons permettent également
d’insérer facilement dans le génome des génes hétérologues pour des applications telles
que l'utilisation du systéme de colonie blanc-bleu par insertion du géne lacZ chez Mgal et
Acholeplasma laidlawii (Knudtson and Minion, 1993). Dernierement, un autre transposon

a servi d’outil pour I'étude de plusieurs mycoplasmes, il s’agit du Tn5, dérivé du phage A
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de E. coli (Berg et al, 1975). Ce transposon a fait 'objet de nombreuses études pour
I'optimiser et le commercialiser. Il est maintenant I'outil idéal pour la production d’'une
banque de mutants conséquente, cela a notamment était réalisé pour Spiroplasma citri
(Mutaqin et al,, 2011), Mesoplasma florum (Baby, Lachance, et al., 2018) et JCVI-Syn2.0
(Hutchison et al,, 2019).

Les transposons ont tout de méme des inconvénients, notamment de par leurs insertions
aléatoires, et ils ne peuvent donc pas étre utilisés pour une ingénierie précise des
génomes. Afin d’obtenir l'inactivation d'un gene particulier, il faut une librairie
conséquente couplée a un crible important si aucun test phénotypique n’est disponible.
De plus, des biais d’intégration sont fréquemment observés pour certains transposons
comme le Tn916 (Nelson, Richardson and Dougherty, 1997). Finalement, seuls les genes
non essentiels peuvent étre ainsi étudiés et des effets locaux indésirables sont également
possibles, comme l'interruption d’'un opéron ou la modulation de la transcription d'un

gene par insertion dans une séquence régulatrice (Hutchison et al., 2019).

La possibilité d’utiliser les transposons et les plasmides oriC comme vecteurs de
transports d’autres systémes a permis tout de méme de développer de maniere modeste
les outils disponibles chez certaines espéces de mycoplasmes. Par exemple, des
techniques de fluorescence et de microscopie sont disponibles chez Mbov et Mmm avec
I'expression de protéines comme MneonGreen et MkO2 (Bonnefois et al,, 2016) ou chez
Spiroplasma eriocheiris et 'expression d’une protéine EYFP (Terahara, Tulum and Miyata,
2017). Cela peut permettre d’étudier certaines interactions et relations entre 'hote et le
pathogéne. De plus, actuellement au laboratoire, la microscopie a Super Résolution
(Betzig et al., 2006) est en cours de développement et semble montrer qu'il est possible
de marquer, localiser et caractériser une protéine d’intérét au sein d’'une cellule de
mycoplasme (Rideau et al. In preparation). Outre les aspects de microscopie, certains
systemes comme le systéme dCas9 de S. pyogenes, ont été utilisés chez M. pneumoniae et

JCVI3.0 pour réaliser de l'interférence a la transcription (Mariscal et al,, 2018).
3.1.5. Systémes de recombinaison importés
Le manque d’efficacité de recombinaison naturelle pour la plupart des especes de

mycoplasmes a poussé certains groupes a s’'intéresser a l'importation de systémes
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Figure 20 : Représentation de la méthode RAGE. D’une part, le vecteur contenant la séquence codante
pour la Cre recombinase et la modification du génome de mycoplasme encadré par deux sites lox est
assemblé dans la levure S. cerevisiae. D’autre part, le cellule receveuse de mycoplasme est modifié a
I'aide du systéme Gp35 pour ajouter au niveau de la région de génome a modifier, deux sites lox.
Finalement I’ADN provenant de la levure est transformé dans la cellule receveuse de mycoplasme et
I’échange peut alors étre stimulé par le systéme Cre-lox. Ceci permet d’obtenir une cellule modifiée
d’intérét.
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hétérologues de recombinaison comme avec le systeme Cre-lox précédemment décrit.
Une nouvelle application a également vu le jour chez M. pneumoniae avec I'utilisation
d’'une recombinase du phage SPP1 de Bacillus subtilis: Gp35 pour de l'ingénierie
génétique a partir d’oligonucléotides pour de petites insertions et délétions (Pifiero-
Lambea et al, 2020). Par la suite, la méthode RAGE a été développée pour des
modifications génomiques de plus grande ampleur chez M. pneumoniae pour échanger
des parties du génome de cette bactérie en passant par la capture et la modification de
fragments dans la levure (Garcia-Morales et al, 2020). Cette derniére combine la
technologie Gp35 pour modifier une cellule receveuse de Mycoplasme en lui insérant des
sites lox autour d’une région d’intérét, a la technologie Cre-lox pour transformer un
fragment d’ADN contenant les sites lox complémentaire et la Cre, ce qui va permettre

d’échanger un fragment d’ADN dans le génome ciblé (Figure 20).

Face au manque d’outils d’ingénierie et surtout face a I'intérét croissant de la communauté
scientifique pour ces bactéries minimales, le domaine de la biologie de synthése s’est

particulierement intéressé aux mycoplasmes.

3.2. Approches de biologie de synthése chez les mycoplasmes

La biologie de synthése est un domaine scientifique plutét récent et en pleine expansion
depuis deux décennies. Deux types d’approches sont utilisés dans ce domaine: la
minimisation de systemes et mécanismes biologiques complexes en systémes simples et
maitrisés (approche « top-down »), et la construction de systémes biologiques (nouveaux
ou pas) a partir de briques élémentaires, des données OMICS disponibles et de leur

modélisation (approche « bottom-up »).

Les mycoplasmes ayant les plus petits génomes connus capables de vie autonome, il a été
imaginé au John Craig Venter Institut (JCVI), qu'’il était possible de designer, reconstruire
et transplanter un de ces génomes dans une cellule. Ceci permettrait de construire
littéralement de toute piéce un génome de mycoplasme et de produire une souche
synthétique. Une premiere innovation a tout d’abord consisté a montrer qu’il était
effectivement possible de transplanter un génome entier de Mycoplasma mycoides subsp.
capri (Mmc) dans une cellule de Mcap changeant ainsi une espéce en une autre (Lartigue
et al, 2007). Par la suite, une plateforme pour modifier ou créer un génome de

mycoplasme a été utilisée : la levure. En effet, le clonage de génome entier de Mmc dans la
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Figure 21 : Cycle d'ingénierie de génome de mycoplasme dans la levure. A- (1) Le génome
est construit in silico et des fragments d’ADN chevauchants sont synthétisés. (1) Le génome peut
également étre d’origine naturelle et trois techniques sont utilisées pour arriver a 'étape de
clonage. (2) Le génome est ensuite assemblé par recombinaison homologue dans la levure S.
cerevisiae avec un vecteur contenant les éléments. (3) Des outils génétiques sont disponibles pour
modifier le génome ultérieurement. (4) Le génome est isolé et (5) méthylé afin de le protéger des
systémes de restriction présents dans la cellule receveuse. (6) Ce génome est transplanté dans
une cellule receveuse adéquate. (7) Une bactérie a génome synthétique est obtenue et peut étre
caractérisée au niveau génotypique et phénotypique. B- Récapitulatif chez les mollicutes des
espéces chez qui le cycle est fonctionnel, pour lesquels il a échoué et les limites identifiées.
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levure a permis la possibilité de le modifier trés facilement. Aprés modification, la
transplantation dans Mcap permet alors d’obtenir une souche modifiée de Mmc (Lartigue
et al, 2009). Pour aller plus loin, le génome de Mmc a été totalement synthétisé et
assemblé dans la levure, permettant la construction de la premiére souche bactérienne au

génome synthétique : JCVI1.0 (Gibson et al,, 2010) (Figure 21).

Le cycle clonage/manipulation/transplantation de génome est un outil extrémement
puissant, qui permet de nombreuses applications. Dans la recherche pour la biologie de
synthése tout d’abord, une souche minimale de JCVI3.0 a été développée avec
I'élimination du génome de la plupart des genes non essentiels a la bactérie (Hutchison et
al, 2016). La souche JCVI3.0 ne possede plus que 531 kb contre 1085 kb pour la bactérie
originale. Ceci permet des avancées importantes dans la compréhension des mécanismes

nécessaires a la vie d'une bactérie par exemple.

De nombreux projets se sont construits autour du clonage de génomes bactériens dans la
levure (de mycoplasmes, mais également d’autres) dans I'espoir de créer des souches
synthétiques et/ou minimales. Les génomes de nombreuses especes de mycoplasmes ont
été clonés, mais également le génome de Haemophilus influenza ou méme le génome
minimal de E. coli derniérement en 3 fragments (Karas et al, 2013; Vashee, Arfi and
Lartigue, 2020; Yoneji et al,, 2021). Cette méthode a également pu étre appliquée pour la
construction de génomes viraux suivi de la production de la particule virale comme celui
du Cytomégalovirus (Vashee et al.,, 2017) ou plus récemment, en moins d’un mois, celui

du Sars-CoV2 (Thi Nhu Thao et al., 2020).

Au laboratoire cette approche de biologie de synthése est parfaitement maitrisée grace a
I'arrivée du Docteur Carole Lartigue ayant mis au point la technique au JCVI. C’est une
technique qui est utilisée couramment au laboratoire puisque, outre 'aspect de biologie
de synthése, elle permet de modifier facilement un génome de mollicutes dans la levure,
que ce soit pour une simple délétion de géne non-essentiel ou pour la modification de
genes essentiels. Plusieurs techniques de clonage de génomes de mycoplasmes dans la
levure ont été développées au laboratoire ou par d’autres équipes, permettant par
exemple le clonage et la modification du génome de mycoplasme par le systeme CRISPR
en une seule étape (Ruiz et al., 2019). Cette technique de modification de génome et de
transplantation s’est étendue a d’autres especes: Mycoplasma leachii et Mycoplasma

putrefasciens (Labroussaa et al, 2016), Mycoplasma feriruminatoris (Vashee, Arfi and
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Lartigue, 2020) et méme Mesoplasma florum (Baby, Labroussaa, et al,, 2018). D’autres
applications ont vu le jour, par exemple la production de chassis bactérien de
mycoplasmes comme souche vaccinale en supprimant des facteurs de virulence (Jores,

Ma, et al., 2019) ou en ajoutant des antigénes de I'espéce d’intérét (Données non publiées).

La transplantation de génome ne semble pour le moment fonctionner que sur des espéces
trés proches phylogénétiquement, et nous sommes encore loin de comprendre I'ensemble
des facteurs de compatibilité entre génome donneur et cellule receveuse. Il faut
énormément de travail pour mettre au point la technique sur une nouvelle espéce et une

fois la technique en place, quelques semaines pour obtenir un mutant d’'intérét.

Malgré le potentiel considérable que présente cette méthodologie, un outil plus simple,
rapide et facile a adapter est encore nécessaire pour la majorité des espéces de

mycoplasmes.
3.3. Outils génétiques pour Mycoplasma gallisepticum

Malgré son importance dans I'industrie de la volaille ainsi que I'impact de son émergence
chezles roselins aux USA, comme pour de nombreuses espéces de mycoplasmes, les outils
génétiques disponibles actuellement chez Mgal sont peu nombreux (Table 4). Il est
possible de cultiver Mgal en laboratoire dans un milieu riche complémenté de sérum de
cheval. Un plasmide oriC (Lee, Browning and Markham, 2008), des transposons (Cao,
Kapke and Minton, 1994) additionnés de 4 marqueurs de sélection et des promoteurs
fonctionnels sont disponibles pour la transformation de Mgal. Des études sur I'activation
ou l'inactivation des promoteurs permettant 'expression des protéines de surfaces
variables de Mgal ont pu étre menées al'aide de I'expression du gene lacZ et de la sélection
blanc-bleu (Liu et al, 2000). Nombreux facteurs de virulence ont été également
caractérisés suite a des mutageneses par transposon (Tseng et al., 2017). En revanche, la
recombinaison homologue n’a pu permettre I'obtention que d’'un unique mutant, sur une
protéine de surface variable (Lee, Browning and Markham, 2008). Des tests de
complémentation de souches par l'expression de protéines hétérologues peuvent
également étre utilisés. Par exemple la souche Rnigh qui, aprés de nombreux passages est
devenue avirulente, et dans laquelle la réinsertion de trois génes lui a permis de retrouver
sa virulence (Papazisi et al, 2002). Mais méme si elle a permis des avancées scientifiques,

cette méthodologie donne peu de flexibilité sur les mutants produits et reste limitée.
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3.4. Outils génétiques pour Mycoplasma mycoides subsp. mycoides et Mycoplasma bovis

Mmm et Mbov sont, comme Mgal, parmi les espéces de mycoplasmes les plus importantes
sur le plan vétérinaire. Ces espéces causent encore de nos jours d’'importantes épidémies
dans le monde que ce soit en Afrique pour la premiére ou dans des pays développés
comme la Nouvelle-Zélande ou les USA pour la seconde. Les travaux de génomique
fonctionnelle sur Mmm et Mbov restent pour le moment, limités, seuls les plasmides oriC,
les transposons et la transformation sont disponibles (Table 4). Aucun exemple de
mutants obtenus par recombinaison homologue n’a pour le moment été répertorié et cela
rend la recherche difficile (Janis et al, 2008; Thiaucourt et al, 2011). De nombreuses
souches sont disponibles en séquengage ce qui facilite les observations basées sur de la
génomique comparée. Les expériences de transplantation de génome n’ont pour le
moment pas permis de compléter le cycle clonage/ingénierie/transplantation pour ces
deux especes. Des outils de fluorescence (Bonnefois et al,, 2016) et d'infections cellulaires
in vitro sont disponibles et fréquemment utilisés pour étudier ces pathogenes et leurs
interactions avec les cellules eucaryotes (Thomas et al., 2003; Dedieu, Chapey and Balcer-
Rodrigues, 2005). Pour Mmm, malgré une distance phylogénétique tres proche de Mcap,
et une transplantation validée chez tous les autres membres du cluster mycoides, il n'a
pour le moment pas été possible d’obtenir de transplants (Labroussaa et al, 2016). La
recherche du ou des facteurs bloquants est actuellement en cours au laboratoire et cela
souligne la diversité de ces bactéries minimales qui ne vont pas répondre de la méme

maniere aux différents outils génétiques.

Malgré le peu d’outils disponibles, ces bactéries font tout de méme I'objet de nombreuses
recherches et caractérisations. L'utilisation des transposons pour de la mutagénése a
saturation chez Mbov (Chopra-Dewasthaly et al, 2005; Sharma, Markham and Browning,
2014) et Mmm (Janis et al, 2008) a par exemple permis de caractériser des facteurs
génétiques associés a différents phénotypes (Sharma, Tivendale, et al, 2015). Mbov est
par ailleurs étudié depuis de nombreuses années avec M. agalactiae, comme modeéles pour

I’étude des transferts d’ICE par conjugaison entre mycoplasmes (Citti et al., 2020).

3.5. Conclusion

Dans I'ensemble, les mollicutes sont des bactéries diverses et variées parmi lesquelles,
certaines especes ont des impacts tres importants dans le monde. Le peu d’outils

disponibles limite grandement I'étude de ces bactéries méme si dernierement, les
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nouvelles technologies telles que la biologie synthétique, les systemes SSAPs et les
systemes CRISPR, tendent a étre développés chez certaines especes. Pourtant aujourd’hui,
aucun outil d’ingénierie globale des différentes especes de mycoplasme, ne permet la

construction précise et rapide de mutants.
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L’évolution rapide des mollicutes et leur caractére minimal, leur capacité a s’adapter a de
tres nombreux hotes et leur code génétique atypique en font des modéles d’études tres
intéressants ol de nombreux mécanismes sont encore a découvrir. Le nombre et
'efficacité des outils génétiques disponibles pour étudier les mycoplasmes n’est pas
suffisant face a I'importance de ces bactéries et le développement d’outils précis et
efficaces de modification génétique est un enjeu majeur. L’équipe Mollicutes de 'UMR BFP
1332 travaille principalement sur les mollicutes, notamment les mycoplasmes, les
phytoplasmes et les spiroplasmes. Depuis une vingtaine d’années, de nombreux outils y
ont été développés comme des plasmides oriC, des transposons et, plus récemment, des
approches de biologie de synthese initialement mises en place au JCVI. L’équipe Mollicutes
fait notamment partie des 3 équipes au monde qui maitrise le clonage etla transplantation
de génomes. Malheureusement, cette approche n’est actuellement disponible que pour
certaines especes de mollicutes et aucun outil universel et simple d’utilisation n’est
disponible pour la construction de mutants chez de nombreuses espéces d’intérét

médical, vétérinaire ou agronomique.

C’est dans ce contexte que, depuis 2014, I'équipe s’est intéressée aux systémes CRISPR.
Cela s’est tout d’abord traduit par l'utilisation de ce systéme pour cloner et modifier les
génomes de mycoplasmes dans la levure, mais I'idée d'une utilisation plus directe de ces
systemes dans les mycoplasmes a également fleuri et un travail en ce sens a été initié par
le Dr. Pascal Sirand-Pugnet et son ancien étudiant en these, le Dr. lason Tsarmpopoulos.
Les systémes CRISPR étant parfois toxiques pour certaines bactéries, nous avons tout
d’abord envisagé I'utilisation d’un systéme endogene chez les mollicutes. Dans un premier
temps, nous avons donc entrepris I'étude des systemes CRISPR chez I'ensemble des

mollicutes par une série d’analyses de génomique comparée.

1. Principaux résultats

Des systemes complets et dégradés de type 1I-A et moins fréquemment de type II-C, ont
été trouvés dans 21 des 52 especes représentatives des mollicutes que nous avons étudié.
Une reconstruction phylogénétique a permis la mise en évidence d’une origine commune
pour tous les systémes CRISPR/Cas9 des mycoplasmes. En revanche, les résultats
suggerent deux origines pour les systémes de spiroplasmes. L’étude de la protéine Cas9
des mollicutes indique une forte proximité structurale avec la protéine Cas9 de

Staphylococcus aureus a I'exception du domaine PI qui intervient dans I'interaction avec
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la séquence PAM. Ceci suggere que les séquences PAM des systémes de mollicutes sont
sans doute tres différentes. Malgré leurs trés petits génomes, les mollicutes ont maintenu
plusieurs mécanismes de protection contre I'’ADN exogéne, principalement les systémes
de Restriction-Modification et CRISPR/Cas9, suggérant I'importance de ces systemes dans

leur contexte écologique naturel.

2. Article publié dans Frontier in Microbiology
(21/11/2019 ; Front Microbiol. 2019 ; 10: 2701, PMID: 31824468)
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srumar KTCC 19530, Alnoogtema anfrindis 158 | s wzllm
i oot geoip Dy Hepanopkis e crinocheioiss Ay
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i remarkablke variabibiey in kasgih €3 to 18 bl aed sequence
thupplamgntary Table 54 and Sopplementery Fipire 580,

Frsmi o generul pergaocing, e prelicied. TRAm RS
senndary sirpciures fom mollicules shos AT free rraT
mnging Fam —4780 to ~7320 kealfmal, whics b comparable
ar eogn lower than the wdues predictod froms hactmia with
highas 3 4 C genome cunlmi {Supplameaiary Tehlo $4) G
ensding Cas® havo a sliphily lnwer G % Ehan paniveses with
averape val e of 14 2% and I7.0%, negpectively, By o e, mo
tracsbldis [rom molicnles show G+ L% signibcanty higie
{rvveage walue 31,98 shan aonspoadiog geoonme (Wilicaxca
pank wmun e, pevalue - DOHH, Sapplemsestary Tahle 540
This temdesey B ninl aezival for the non-molkutes hacde
wsed b this by, This suggess than CRISPRIC s symiems froen
minllioesss svnbeed under a selactee pressare e keep some G0
pairs in PILscrRNA fur the siabibiy of mondacy sirsctam,

Some Spacars From Mollicutes CRISPR
Arrays Target Phage and Bacterial Genes
In arcker teoget some Ingighty on the povendal oripls of

the yracess present m CREPH |nc) of maollicuiei all spocers
were feinnegl frem fhe 17 ilmriled CRISPE armys asl

Froror ey |

L

e corpesp mling protmpees were searched in milomes
falaialiaes nlf 224 penarnesh aned prokarpnie phages lilaisbese of

460 phages) veing a Masin appmach, Cut of the 595 sjocm
setrieved, B8] wore ukipe [Sepplementary Tible 55, Repeansd
npacers were pbveryed in CRISFR srays of &1, apis 33001 repeall
W pabmen 13 (A repaaish M gafiseptions 55 (1 repeall
M il ATUCITHAG () repeatl M ovipyeamunad M 208
o5 geperls), M Aveeichdnd HFLL |1 repezal, M. aetboinidic
LEALY 1 (2 ropwabs], M. osiele 1STE (D repuoaiy), wml] Ca B
crinechehmam. Av (2 fepearsh. Most spacers did mot have any
hitm fn dhe dacabaswn vsed howreen for 13 of thens Highly
sk spqustces wees il Each puleniad protocpa e wis
manumlly chaked. Dne spacer rnon the CRESPR armay of £ apo
31 [gpecer 24) had & perfess hit in & U085 of the Spropasms
Foronda 26 ponome | SFLOB_ESHBES), hicrestingly. this G5
e ol prdided 1CH snd s bamlegoas in CUR TS describal
m ather TOR From wirioes. mnllicsses specion, A ot of 5, |
ped 1 spacers targeting phage snd prophoge sequences Were
sleniifined in S CRISPR acraysof ML gres CLAZ, 8L o P05
sincd ML arifuddidic BRALN 1, by, & dusailad analyiin was
wundugied g thees spivis.,

Covnparisen of lhe gerosss ol AL spas  C142 and
I srwiny sheswed that the complens CRESFRICas locus
Wentifiad In C142 wos replced by peees enceding @ Tope
IE msdngtsendmodilicatmn spabom in strain 110 EFipue 51
Sorover, & genmie feginn encompasing @ o0l of pealy
30 bbp el :I.lu-nul, hl,'ll l'llllllllll:r willh 0 MAY] poophag:
focu of ML arthrichds 155120 genornd (Supplementary Pigure
57 wure sdengifed bn L crvas 110 bl e misssg in b
Cl4L Our of dhie B3 spacess piediciad o ke CHISFR unmy of
1L B ol them [spacers 1. 2 3% wml 38} prosacnted 100%

lerarical seqences wigh sime gercd encoding phge protems Iy

B0 | W 111 | A 7
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mrain 210 A sotal of 10 G4 spresd in the fear prage veglom
ol ibe srpim 206 genome were ool by the CRISPRCE
spnhim ol slrain G142 and seven of e wckslnd Baas dillerenl
roves paoers. s M cdnis, ooopnson herwien strains PG e
BV aliinesd wi isotie TRISPRM s syt {imiitithan In ni®

CRIEPA/Can D wyniomy Phags focl
i Jrgth .
Cas8  Cail Cind
a
4

B 1 8 s

; PRI 8 | Casrg e o wensi i CRESPE ki i eb wbores of §F dprait. S S0 sl Byahmes S 18 W0 HRESD. o« BECTHRMGE ik 21T
DA D 2T S0 BT D0 e rerresari e oy whis eess o mesari ey sho e bres. The TPIEFTVOasd oo sl D0l b sypsaosr e pares
| i 8 T B remicion aociiorion sy de e FIT The i e o e ol e sy s andiomsd by ok B Hovnbed of genormergions

| g peophags nas e BooERd

el 5 Ipegrised -EEIEJ‘HIHH]-:IELFMA-M
AL s enamapl Yo regions of AL eanls s LY preoes
thrsed Aigh similanity with phage BaV | which were ool fonnd
m saean G4 e andvis of speco. (oo M e PGRLE
biriied (hil kjoeer b wds disbching (96.0%] 81 die Tes fadbain
al S o LV corrnspordiog o e poiative prophige MAVI
el theeza resol te spest That these CRISPH cas systems idontifisd
E i HJH:.I:#:HMH inlesling |}|:|#. Ane hlﬁ'l.l:f I]’Hh il
probaldly Tully oclive o presen] Bwesc enizsenl baclesta aguaml
phige isfvctiees
Ik e URISPR armay bbmbfisd in M athridy 158130
gpeinmee, 2 spacers (bpager 14 amsl 200 oul of 2 matcked
with potenial profeaparers idetiSed mo ke gescens of e
hateriophage MAYL bt aen in the cwn goiome o e
myceplasma. Tedeed. o complete praphage MAYL was foond
mitwgrated i dsreal paneme {1 % 208 from poslian TEERE
mp THIEI00 of wirmn |SALN 0, In addmion. & prosospucer walh
sfuEnE wlerntical 1a sjuacsr 13 was kel anoa M arthrifdd
i58[3_1 geme encodig @ phenslaimine-tRNA Tgass susandi
hem IWARTH RS0, Hemarkahly, the gone encnding Cas?
n fhin peyooplasma was predicied to be dismupied by feoeshif
il e ey an LIAGE STOP conlon ot the arsiee acid Tl
prowiding an caplanat o S wlerting w8 Eigeilng spaceis,
Cxher cases of seli rargetiay spacers were ideniified i obher
arveaflmman. Twn 5 digivir ATCCI 70 spacers [ipacer £
el 10y mandiad it nien penhEe and the penaees o Sk
swlbcuies specics In e 25 cibosorma] BMA geoe, Thowe
oibees @acers (ML dbpar ATCUEITIEE spacer 7. A peirioe
1253 spacer LX and A0 mokile 183K specer 55 were shaowa
wh waich an beo projen egaling  peies (mpedsinds
VIS, S6EHS: ARCHmmsporer  ATP binding  pressin,
EMERA500RYS- m-ﬁlﬁﬂg [t and VMMOR RUI3HE
gircreyhmansferose family 3 proirind, Serpringly. while
pine wa predicied dismgpisd e A, patear (358 CIEEI'R s
avsberns i M, iper ATCCTZ 14D end 0 meethile D80 wpre
predatiad s be comtplele and fidional
En ooder oo idemiry PAM stquesces recognized by Casy
al mellicute, wpsimam and dewmiream opence of rhe
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CHAPITRE 1 : Etude des systemes CRISPR chez les mollicutes

tdentified protaspacen wer nierhrved sadl sornparad. W did not
hlentify any dbear covacmens Trom i sl of Moo A meore
focused paliis was underlaken wsing the CRIEPR areey of
N epmod 142 Iof which Sve spacers with Rl had been (iumd
Horweves, evell 1B s speciic vise Wie pokagice ddisceu
weijierec enkiacd highly rarkible ani oo ke consensin
cuiile be dofiaed

DISCUSSION

Distribution and Origin of CRISPR/Cas

Systems in Maollicutes

CRISFHAC R spvicma were feund m 2152 miiloute speocie
(4 beluded i thie study, which e & dgnibcant propomca
consklerng the bl that wne greiems :1|.uh|; hy diawcisl im
wimingly CRISPR-laking apecies @ bong o mnne penmices
hecnme availihle CRISPRACE spnemi weee detsed @ the
genomes of 4 vardoly of specks belonglag o oS mador
phylogractic bywrches and nfecing sasiom hoss mcduding
rigs ruminants, doge, Hrde fish, and othmpads, Howeve,
CRISPRACH sislots rarrain undslected i snme groups of
speevica, shomping o e saie phybogeiess ianch or sssocsansl
with the gee b, This & the owe of hwman pathogenic
mnlliomes fafecting pulmonary and  umpenital et (155
pererngs argllablyl, Thic sggiods Uit despile being Fosul
in scoliogical niches shared with a wele diversity of bacioria
haviag CHESPRA s sybem die bectobodili; sirepnacoct
Aeingedaitor, Prowdemomz. [0 cen b thew mokicubs
have nol agpeal CEREOFECas sosbems Fnoan s nsiBaules
hactesia CRISPREN s systems slan rermaincd  sndetected de The
ramibsant paiheges beleaging w the Myvosides cheer and
the 8 sgolactioe™ ey poop (74 goeomes avsfoble) thes
worw, however, lomendd In atheer remlani. mycaplasras, namely
S oeeiparomeeree, M dpar agd M arpbanr, Inteveslingdy,
M. argieied 5 [requestly oo-iselated willl ofher dumman
myceplasmas amd sspedally M g U0 Tamdy,  pewsonad
commmmunkation ) Therefore, i apgeeare paher surpaisig 1hat
CIRISF R s systems do not weem te boe gporl amaory all
ramimin eonpicmis. The Il af CRISPRICE systems
oty gt speries e be explaisal by an aookigizal aiche
whieee vinses are poscly abundaet. This might be the case for
s intracrlular hamotpophic: mollioeos (e, My ona
fecsinaie,  miiddnie  Barwafeln,  Sborjlisase dos, e
Bezren] i 1 hae oo sheereil in other obligate imrescBule
Barresia sich 45 Chkampafiae | Barmieln o wl, 20081, However, this
pvaitie explmationn damned he mroked for all molinetes pmnm
lackbigg CRESIICas slimiia, s o $hian shidwieg sy Eios
ul ey aitacks {oor b,

Al CRISPRMCH wysiems - hennded in meolliures were
classBied aa Type [0, This finding & inaccordance with previoin
mudizs ahennsg this bype b mamde Bund in sonssenaal
sl pasdaitic apacids (Berhoim gl al, 200%) Ol phiylogene
maggsted Bon CROSPHR G anhes o malliootes cas ke
classfied @ Trpe 11-A. a ssbivpe mastly found in PEmicubes
which s in sccordemce with the commo veig i of koch bacterial
phata {egata ot al, S In ey menas, Cas¥ phylogeny

[T S T T TR ]

CTFRT il (v e i) AR L

sitggedts thal all CHEPRICa systens dodve from @ comeoas
asrod, Hiowrvr, as CHIEFR Cas ayvsfosmi ol P To circulils
vid HGT (famg of al. W00 @ remales kighly specifative
ur RSl wadh o wesee wis presenl in Aieplame ke
GO aose, 1 eionidatoe wich e lles tha CRISPR G
svsleims imight Bave ocasiomlly spread astong mpoophosn
afer speciation Cas? phylopmy within the inproplisma hramd
anly partially reflocty spegies phvlogeny, For instanss, Cas®inom
ML petfrone ATCCASNY chisbrod with S fndm soneis
ipecies MW Apovmmidee WPLL and 3 gperiaed ATOCI9250
Miareaver, Gt from the bind pathogess M pmlinyeticues 56
e M. gmeviar 38 chabmsl] o highly supportad brasc
diraprar e speaios bang phylogrmetically comeie, Ths suppests
"I'I.bIIJE eachiegs mh.ll."‘l HGT, e i bas beas sbows hie
giher parts af the genore (Meoncelon e al, 305 Srand
Pogprarl o al, 275 el gl =1, 2018 Wikilo mer ilain Iaml.l.nl
gneahle HOT of CRESFRN 30 symemy amang mysopdaimas, ne
CRISPRLC: system wis. fraad i asioclnad plasmide, 1CE ns
}I:Ih“!l. TEeeredore, mobocolar and collalar meeckrarrsms invlved

spreading UEISFIAC senm anong awollicote mansia
-r||.|.||h-r Wa fiurd na evidesce of HGT with non-mollceta
grokarvelis Thai eaghl wsul (e the partiulis genelic oo
ssel Iy mins medlicines. For exampde, wirl the sycepua e of
A& palimar 233 thar pses nnhversal geaeric orde, pases cicad ing
et fn ather molliowes conimin opon 18 UGA codons (meerape ¥
LAy gl endueds Sippioplue bt are thilerpredad as s axkin
m cther hacione, Morroves, we observed et Cas® emowding
wened have evolved owand o loov (G costent, in aacedrdince
with the general biss of molliomes geonmes. Thess genetic
fratures off redliuies. CLSPEMC . sysieen aupgedd they have
Berm presenl in i clver of ket o cnoeph Sabst 1o sdogl
e typical peneic particolarties of their geonmes Merenves
pesenoe of mamy UGA codons-in ois genes mnst probaldy
Amlin iha an]b-ﬂ-‘[rnf:rpnlfﬂ eral bpasd persistenge I obar
Bastena. I spomplavssay g phyiogenetic tree iafermed Moey Caed
proteis and comparssis of CEISPR fecus organiasticn ed
Cand nuchese dontains showed that etk Type @ 4 and Twpe -
i spshoms wiore pevsend In his barge grossp of molliaedes found fa
artaenpods, Pesthemmiorne, divar inromasienchos b twren Casd g
apethes plagpligenion indicatind o cemplss helory of CRISPRY 26
apstens by spimoplasas, with sevenl arkging ol probshle 1GT.
Complepseriary ansyses usmg adddion] poomn sequences
of spiropioraa josheoded scorch. Aegust 2309, 38 proomes
svailabki confinmal the presencs uf CRISFES 2y syloms Tres
e of the pwo sebtipes w0 10 genomed, with Tppe T4
gradiciad n & (rosale 5 hatosids Spiaaplaima drmasoning,
Rpriplesma gy, Spiiaplacs hewsmeans ol Spraplerma
dllgicnaiied aind Type 0] -0 5 aje A aopliciesly, Spnipleinis
cherisy amd Sorepdasmn erisvkeedns Dhes atudy apd CH, Edn,
eEskiLl coimdmiihsalion .

Adaptation of Cas9 and tractRANA in
Mollicutes

CRISPRA s sysiems of mollkcuies appear a5 rypical Trpe 1
wvrioms with the some sl ol cas pemes incholing ceed, ol
cawt amil g, the biest lacking in thet Type 1 systems fopred
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N5 ams B3, 5 apreiidioold EAT and Co B cinodweinum
A, Pest amibesis of miln plapees Card aml wecrBEA el
poar pariciderites of mollicutes CREPECS dvdems. While
mnlliczses, s ki e be seinie sioed baeerk wilh misima
il liigldy compait gesines, Uk peoielig s moBule
mclude il doidsass descrbsal b simsciumlly and functoenaly
characterzed homologs with a glubal lemgth even dighily Lirger
thas the dosdy mlal SaCasd Tran 5 auqme Muin vansoom
within mpollicoio Cayd and -nmmrn] i Sl peomral =
the WED and PT deessises thar are invelved s PAM duplee
secngnition, Thes  sugpeds that PAM specifory s probeblp
dilfessnl ameng molcms: aislems and Jslesnl frean the
B GERT PASE wecpasmcn rocognized b SeCaal [Haveid 31151
The PAM specificity of mlliculs Ca® could ot be predicsl
from the fesw protospacers adentifod. Porther stwdles including
vk e fwe v asays will b necesaary iu characierize ihe
fncdonallty of malicegs Cas® and their FAM specificRies
That glokel dvergencs clecrved amosg raclMA growps il
phiviegesy of the comesponding bacizra bas bem mbenpretod
i a wemlieg from o combination of HIFT and convergem
wvpbgiion (Faom ¢t al, 0% In the e of molligaiss. the
semarkakle suehiee divasily of trasdlNA @ consieenl wilh
e fast evobinios of thice biceaia s hes oo conckaeded
frovm imany avees ged the partienlarkye loeg Branches shaerved
in phylogenotie troos [Cecarddh of al, D060 Wo o oal. 2R
Anphiay ol procobed TrasrRNA/ DL bidbeid iratiena slrewnd
masyy bypice’ Rabunt of Type ITA ANA comporesis in athe
hactiria Matible i the wide Sveriny of leagth of diffesent stes
Ioopa and the absonce of bulge in somee species wheres i@ ba
lseen shwmen W b el o ofher swlems. By condresl wiih
Canf enenading gene, iracsfA froes innBubes Bave ayraBcanily
Iiljgher L3028 nhan thie corrspesding giusine, This suggssts tha
cvelylionary condramts o feep RMA hybrid siability (Le. dG
thad & wai Baweor (han far nen molloutan avelome ) ame ATTRE
enomigh In peevent digmeare ol G0R Thie iran wae dh cbservel
for sme other Iighly sorpctured celuler BNAs of malliooss,
IJII.‘IIHIH,! TRMNAS Ciranil -Faggel o dl _JIHIT),

Impact of CRISPR/Cas Systoms in the
Conftrol of Phages and Mohile Genatic

Elements

O of the main questicns. s CEISPRACe smlens in the
acieziad wawkd is e elicacy i conlamiesy invalog 2500, gl
the erulinionary Bericfits med doit of sack st Thivqueitica
I paricukirly Interesting o mollicmes which evolution ismainly
manleed by sgificant gensene drom-sizing, & giohal siceamlining
al thir B Fanctoas S cell B ond pendsd sdnjition af o bt
dependint desivde, To the best ol oy kinulege, maBoule.
ire the bactesin wish the samlles oo whore CRISFRICis
rpslems have been (tond, Sonce andosymbimic baciria drom
thi Prafeobanteria (e, Matmena, Cn, Trgmblaya, G, Hedglonss,
amad To, Carsnnela, ) aml Bavtereidates G, O Sokia sod
e Ui plvrla howe genoneses oven simller than solliooees
Besides being oven more depemderic an thalr hos merabolism,
woch bocterla seemms o be more proieced agenst polential
mvasive [HA, m sugpestod by dhe lick of proplages, mobde

e el il T L T ]

CTEwTeCiand Mg s i) Grii L

clowsenty and alwy by the abwence of delznse symems voch ax
CRIEPIACSs aond B I oo o s §Tonodbeost o1 ol 20081
In mollicoes, mosl geromes have traces of mahile denens
mncluding proghipes, 15, ICE, sl plasmids, sugpesieg hey
e Al seljecy o MUE-careied Buaes of geutic inlonsstio
Sapplementary Muterial SM2 amd Supplementary bl 561
o penomiesas A ook subsp mpooides PG OS5 reproseel
1 V% off dae genoesy [Wesilory & al, DEdh, Ca, phpoplsma
axtery Oivn Yelles strain {B48% e poioniisl muhble aniis)
{Has et al, 2000, I apafierdse SR3T{ICE pad 15 ropessenits > 1%
af the prsome] [Hoeed o ale 3009) are partionlash Sustratve
ufl the signilicant impsl of S invabiog 194 in eshaping
mnlbcoies peocmrs. Sobstasal vzal mvasinng in e gpeofs
:lll:[h.d g win comiluded from the petimis urll]p'n.
of & cired Gille3 e 2% gename ore prophage remmimi] (ark:
il , 20100 gl relyied speches 8, kunkld [Hal amd Bligmiae,
w1, A pefipiram Ol el al, 500 %, 8B peotalaondi (Paceden of al
2007 while rypical plicteodral seqoesees were ant foaund i
atlier speropkiama pliyle (s o al, 2015, Becouse of 1he sproifs
genetic ook weed by s mollicutes, drcolation of BHGE bemost
prabably Feomad within this grosp ol hactera, This bus bee
ausgarned Trem paylopen iesic shudies indizatiog seme BIGE Bad
lerm peienily eadhingsd anong poces dislag e sooe his,
awicluding 85 asscnp boesen maodlicites froom b 1niopesinal 1wacr
(Permvre et el 2000, 2% and ICE smong memirant myooplassas
Clhumas &) gl 2005 Rl 2 sl 20 08T arel 10 E-ndatod ol
i mrme spioplemas To o sl 3008L Ta parlld &0 this
eolabanasy frait, highly varisbds repertoines of genic encading
defense wpsiems in meollicutes penomes sugpedt the mos of
e manta] Bacteris eodorpe & oseledser preoune lirsard
aimekaimng meats ool bal invading DA Hewoeer, we dlid
act find 6 clear correktion B ohe dicrilsarion of CRISPREY &
wvmins el mohille demenia

A g_l-.il..l.l warvey Indleated ahat narly hall of the bacariid
enmnes conttaired ol bast oo proplape Bl Ut preghape
wre e dn small beciesial gradines {Touikon o W, 300181
Accorchipgly, our servey padcared raes of proplages 0ot
19% ol wrellicures pemomies, Surpralngly, lveogen hactena are
wiwtisbcally ﬂi_lhhr murg likefy o have CIREPRCS sprbemy
(RN thes - lysogens (438 More proczely. Tpe 11
CRISPRACix sysleimns are i (reques 1e Ipsogen amd nos Baoges
Ducserin: Fuppedng these syderm miphl nod Be w0 eficmt m
previously thoupht in imemrre defooe aprimn pleges. Degite
Eie oololey genanes with Jln.'g]up ami CKESPEC s baing
surrerly Sosrine to gt & el pietaes, this lendency might be alss
by in mollostes, with £ anr of 5 Bpoges species havieg d
somplete ar inenmphte CRIEPR Cas seatens. Theaefore, asmore
e beconue avnlale, 0 will ke iabereating i ce-evilugle 1he
Serkey ol CRIEPIN e symtems 8 pccur an pofbcdess phida
whese fraces uf plige amacks can be evbderced

Persistence of Degraded CRISPR/Cas
System in Mollicutes

Inaciivation and mere or les ahaaced degracaiion of
CREPRC T swiems. dave been prodicied Tor of leest @ el
af 1 CRISFRECe spsem of mofloabes (384 Cwrall
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CHAPITRE 1 : Etude des systemes CRISPR chez les mollicutes

vnr date sugges) that  CRESPFEA s sysioms wene - Bequenly
aoquired duting the evobnion of meln mellinong groups b
ilson Troqoently Inactivated and posmibly compleicly lod in
sl hide, Thin dnsmmpian 8 G scehlites wih arkes
FAuilies pa it Lawn eviduioos of CRISPR kel diclding
cquiation be HHAT, sgpaision of CRISPR afepe demadites
and complete less- might Be driven by oppoming  posahe
g negative sdection Tpe immmnity  keoping CIRIEPR
spaleme in @ contirunos stele of tho (s = &l MOI2N
CRISPRA s ivshivns wnidid b doqubred inemirossiedrs whost
phapes are 4 maor source of morctlity while beiog qrickh:
magtreaind azul kel when dhe beseda of the prodagin svsiim
doss pol cowmrdalesce e cast of expressing  crmadanily
the Can proteing ad redutmg e posdbilily S0 acguine
new genetc bfprmation by HGT. This woubd make oz
m ihe cmieml of minimal Bsoens whee nosi celela
ey 8 Beele devabed 10 smnailatian, snd where HECT ben
heeil ihewn o play o dipsdionr enlmionary sle o e
{00 S0UTE BIoaps:

Eroaddeism, i oy hoen progosed that ascldenal incoeporatioa
of sl Esmpeling speeem mighl B oo fringeenl s 18% =
CRISPR-conmmiig peobarptes {50m o W, 20080 Ths
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3. Données supplémentaires
(21/11/2019 ; Front Microbiol. 2019 ; 10: 2701, PMID: 31824468)

Supplementary Material

SM1. Key amino acids involved in gRNA and target recognition are conserved in Cas9

proteins of mollicutes and S. aureus

Comparison of various Cas9 proteins and crystal structures of Cas 9 of S. pyogenes and S. aureus
have evidenced a global organisation with two endonuclease domains. The HNH domain cleaves
the DNA strand complementary to the guide RNA whereas the RuvC domain cleaves the non-
complementary strand (Nishimasu et al., 2015). Structural studies have shown that SpCas9 and
saCas9 bound to single guide RNA adopt a flexible bilobed structure consisting in a recognition
lobe (REC) and a nuclease lobe (NUC) with a channel wrapping the RNA-DNA duplex (Jinek et al.,
2014; Nishimasu et al, 2014, 2015). The C-terminal part of the Cas9 proteins includes the PAM-
interacting domain (PI) which interaction with the PAM sequence located on the non-target
strand of DNA is required for the initiation of the cleavage process. While they both exhibit the
same general domain organisation, SpCas9 and SaCas9 share only 17% similarity and have
significantly different sizes, 1368 aa and 1053 aa, respectively. They also have different PAM
specificity, SpCas9 regognizing NGG and SaCas9, NNGRRT (R represents A or G). Finally, fine
structure comparison revealed some noticeable differences including interacting regions of REC
lobe with sgRNA, of PI domain with the PAM sequence and a highly divergent WEDGE (WED

domain).

Based on multiple alignment of the Cas9 proteins and SaCas9, conservation of key amino acids

was manually inspected (Figure S4).

In the following description, numbering of the amino acids refers to SaCas9 (Nishimasu et al,
2015). Among the SaCas9 amino acids bound with gRNA and target DNA, most conserved ones

(identical or similar) in Cas9 from mollicutes were involved at three levels:

Recognition of the heteroduplex formed by pairing of the gRNA with the target DNA. Most conserved
residues include Tyr651 (RuvC domain), Trp229, Gly235, Thr392 and Arg245 (REC lobe) that
were shown to interact with the target DNA strand. Many amino acids known to be involved in
recognition of the paired gRNA were also well conserved. Those are part of the Bridge helix
(Arg48, Arg51, Arg55, Arg59, Arg60) and the REC lobe (Arg209, Argl116, Gly117, Argl65). Some
SaCas9 residues from the REC lobe interacting with the gRNA nucleotides paired with the non-
PAM extremity of the target DNA strand were replaced by similar residues in most mollicutes,

including Thr238 (Ser in most mollicutes) and Tyr256 (Phe in most mollicutes).
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CHAPITRE 1 : Etude des systemes CRISPR chez les mollicutes

Interaction with the nexus stem-loop formed by self folding of the tracRNA part of the gRNA.
Conserved amino acids includes Arg47, Arg55, Arg54, Arg58 (Bridge helix) and Ser219, Gly216
and Arg209 (REC lobe). The Phosphate lock loop amino acids Asn780 and Leu783 that are
involved in the recognition of the first Adenine nucleotide (A55) downstream of the lower stem

of the repeat-antirepeat duplex are highly conserved within Cas9 of mollicutes.

Binding to the Repeat-antirepeat duplex. Some of the SaCas9 amino acids involved were also
conserved in mollicutes Cas9, including Lys114, Gly162, Arg165 (REC lobe) and Lys878, Lys881
(WED domain). However, some other residues involved in this interaction were only poorly

conserved, especially those bound to the gRNA at the bottom of the lower stem-loop.

SM2. Distribution of CRISPR systems in mollicutes is not correlated with presence of MGE

and other defense systems

In order to investigate the global impact of CRISPR systems against phages and other mobile
genetic elements (MGE) during the evolution of mollicute genomes, repertoires of MGE including
prophages, IS, ICE, plasmids were predicted in the 52 genomes set. In addition, non-CRISPR

defense systems against invading DNAs were also listed, namely, RM and Abi systems (Table S6).

Among MGE, IS were the most frequent, with 86% of the selected 52 genomes harboring elements
of one or several IS families. IS were predicted in all groups of mollicutes and in most genomes,
with the exception of Me. florum L1, S. taiwanense CT-1, M. crocodyli MP145, M. mobile 163K, M.
genitalium G37 and M. pneumoniae M129. Complete and potentially degraded ICEs were found in
35 % of the selected genomes, widespread in the Spiroplasma and Hominis phylogenetic groups
while not predicted in the mollicutes from the Pneumoniae and Acholeplasma/Phytoplasma
groups. Large Potential Mobile Units (PMU) have only been described in phytoplasmas. Plasmids
and prophages were more rarely detected, in 11 % and 13% of the selected genomes, respectively.
With the exception of a putative prophage remnant in U. parvum serovar 3 ATCC 700970, these
MGE were not observed in the genomes belonging to the Pneumoniae group. Regarding defense
systems against invading DNAs, the most massively prevalent ones are the RM systems. They were
predicted in 96% of the selected genomes, with the notable exception of S. taiwense and S. mirum.
Type I and II RM systems were more frequently identified than Type Il and Type IV which were
only found in 4 genomes. Besides CRISPR systems, abi systems were also detected in mollicutes,

but only in 5 genomes distributed in the Hominis group and in the mycoides cluster.

Statistical analyses conducted to evaluate whether some correlation or anti-correlation could be

found between the distribution of MGE and defense systems only indicated correlations for the
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occurrences of IS and RM systems (kendall’s p = 0.258) and IS and prophages (kendall’s p = 0.212).
No statistically significant correlation could be obtained between CRISPR systems and other MGE
or defense systems. However, out off five mollicute genomes where potentially complete
prophages were detected, three had uncomplete CRISPR systems (M. arginini HAZ145_1, M.
spumans ATCC19526, M. arthritidis 158L3-1) and one had a potentially complete CRISPR (M.
lipofaciens ATCC 35015). For this last case, examination of the spacers present in the CRISPR array

showed no similarity with the prophage sequence.
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Table 53, Contanus seguence of Direct Repeats in CRESPR arrays of mallicues.
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En parallele des analyses de génomique comparée des systemes CRISPR de mollicutes,
nous avons décidé de nous concentrer sur celui de Mgal. Les raisons sont multiples et ce
choix avait été fait en amont de mon arrivée au laboratoire. Tout d’abord, le systeme
CRISPR de Mgal, tout en étant typique des systémes de mycoplasmes, présente une
évolution particuliére, associée a un récent changement d’héte de Mgal, de la volaille vers
une espece d’oiseaux migrateurs aux USA : les roselins (House finch) (Fischer et al., 1997;
Delaney et al.,, 2012). Une perte soudaine du locus cas chez certaines souches de roselin
ainsi que I'étude des spacers présents dans différentes souches (de poulet ou de roselins),
laissent penser que le systeme aurait perdu de son utilité chez le nouvel hote alors qu'’il
était apparemment fonctionnel dans les souches de volaille. Par ailleurs, des études
transcriptomiques ont montrés que le locus CRISPR est bien transcrit dans une souche de
poulet S6 (Mazin et al.,, 2014). Enfin, 12 génomes de Mgal étaient disponibles, ce qui, a ce
moment-la, n’était pas courant pour les mollicutes. Sur ces 12 génomes, le locus CRISPR
était prédit fonctionnel pour 8 souches. Toutes ces indications laissaient penser que le
systéme CRISPR de Mgal était bien fonctionnel. De plus, un plasmide oriC ainsi qu'un
protocole de transformation étant déja mis en place au laboratoire, tout cela a fait de Mgal

le meilleur candidat pour aller plus loin dans I'analyse du systéeme CRISPR.

L’objectif était alors de caractériser fonctionnellement le systéme CRISPR de Mgal pour
comprendre son mode de fonctionnement et le transformer si possible en outil
d’'ingénierie de génome pour les mycoplasmes. Pour cela plusieurs questions se posaient :
le systeme de défense est-il effectivement fonctionnel ? Quelle est la séquence PAM qui
détermine la spécificité du systéme ? La transformation de ce systeme en outil est-elle
possible ? Quelles possibilités cela va-t-il ouvrir pour l'ingénierie de génome des

mycoplasmes ?

Le précédent doctorant, lason Tsarmpopoulos, avait déja pu montrer que le systeme de
défense de la bactérie était bien toujours actif chez la souche de poulet S6 par des essais
de transformations avec des plasmides contenant des spacers suivis de séquences PAM
putatives déterminés bio-informatiquement. Mon travail s’est appuyé sur ces résultats

préliminaires pour continuer I'exploration du systeme CRISPR de Mgal.

Ce travail nous a emmené bien plus loin que nous ne l'avions imaginé au départ,
notamment grace aux discussions que nous avons eu avec le Dr. Camille Bonneaud sur

I'évolution de Mgal suite a son émergence comme pathogene d'un nouvel hote. Notre
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étude a alors pris une nouvelle orientation, en développant particulierement le lien entre
les systémes de défense de Mgal contre les phages et I’évolution spécifique de cette

bactérie liée au changement d’hote.

1. Principaux résultats

Cette partie de ma these a conduit a I'étude fonctionnelle du systéme CRISPR de Mgal et
sa déclinaison sous forme d’outil génétique. La diversité de séquence du locus CRISPR et
particulierement au niveau du domaine PI de MgCas9 nous a amené a étudier
fonctionnellement cette protéine clé du systeme CRISPR chez deux souches de Mgal
provenant l'une de poulet (S6) et l'autre de roselin (CA6). La liste exhaustive des
séquences PAM reconnues par les deux MgCas9 a été établie par la combinaison d'une
technique de clivage in vitro d’'une banque de plasmide portant une séquence PAM
dégénérée sur 7 positions et de séquengage haut débit d’amplicons. Une différence de
spécificité a été mise en évidence par cette approche et elle a été confirmée in vivo lors
d’une expérience d’interférence, par transformation de la souche S6 et d'une souche de S6
exprimant une MgCas9 dont le domaine PI a été échangé avec celui de la souche CA06
(Construite a I'aide des outils développés dans le chapitre 3). D'un point de vue évolutif et
en retracant le contexte écologique de ces souches, nous avons pu y découvrir des
systemes de défenses qui semblent génétiquement tres dynamiques et pouvant étre
activés et désactivés au cours de I'évolution du pathogéne. Parmi ces systémes de défense
de la bactérie contre des éléments génétiques invasifs, le systéme CRISPR présente une
évolution majeure en termes de spécificité, apparemment corrélée a I'émergence de la
bactérie dans un nouvel hote. L’inactivation de MgCas9 pour toutes les souches de roselin
postérieures a 2007 semble également étre en lien avec I'apparition d'une résistance au
pathogéne de ce nouvel héte. De nouvelles études pourraient permettre de comprendre
le role exact que le systéme CRISPR a pu avoir lors de I'émergence de 1994. Finalement,
la transformation du systéme de la souche S6 en systeme minimal a permis de développer
une série de plasmides « all-in-one » permettant I'expression d'un sgRNA et de MgCas9.
Ces plasmides ont été utilisés comme outil de contre sélection chez plusieurs espéces de
mycoplasmes éloignés phylogénétiquement. Nous avons pu ainsi sélectionner une souche

de M. capricolum subsp. capricolum curée de son élément mobile ICE.
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2. Article en finalisation pour soumission a CRISPR journal
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Abstract:

Successful emergence of a bacterial pathogen into a new host depends on its ability to colonize this
host and to cope with its defense systems. It also potentially depends on the presence of compatible
phages and other invading DNAs. In this study, we used the recently reported host jump of
Mycoplasma gallisepticum from poultry to American House Finch as a case study to investigate this
aspect of emergence that has been greatly overlooked. Mycoplasmas are minimal bacteria that have
no cell wall and use UGA stop codon to encode Trp. They are considered as the smallest bacteria able
to grow in axenic media and most of them have a parasitic lifestyle. Contrasting with an evolution
mostly marked by genome reduction, fast evolution of gene sequences and horizontal gene transfers
have been described as an underestimated source of genetic diversity that might contribute to the
wide distribution of hosts these minimal bacteria can colonize, including human and many other
animals. Recent host jump from poultry to American House Finch of M. gallisepticum was associated
with genome evolution of potential virulence factors but also of a predicted CRISPR system. Here we
functionally characterize the Type Il CRISPR system of M. gallisepticum. We demonstrate that the
evolution of MgCas9 PI domain drove a complete reset of the defense system, with a change of the
PAM motif that is involved in self/non-self recognition specificity and of the set of spacers found in the
CRISPR array. We revisited the current model of evolution of the bird pathogen, integrating the
observed modifications of the CRISPR and other bacterial defense systems encoded within a previously
undescribed defense genomic island. Finally, we demonstrate the possibility to use this endogenous
CRISPR system of mycoplasma as an effective tool for counter selection applications in a diversity of
mycoplasmas.

Introduction

CRISPR systems are used by prokaryotes to adapt their defense against phages and other sources of
invading DNAs. While a growing diversity of systems have been described, their flexibility and efficacy
to protect populations of bacteria from phage attacks commonly relies on the ability to acquire new
spacers in the CRISPR array, that stands as the physical memory of the system. Whereas their
occurrence in most phyla suggest the central role they play in the evolution of prokaryotes,
maintaining active CRISPR systems has a cost that has been invoked to explain their frequent
inactivation and disappearance from genomes (Koonin 2019; Makarova et al. 2020). Therefore, fast
adaptation of spacer arrays and gain/loss events of active CRISPR systems over the evolutionary
trajectories of prokaryotes may result from complex ecological constraints combined with cost/benefit
balance for selecting the most adapted set of defense systems in a specific context. For pathogenic
bacteria, some main ecological constraints are driven by the interaction with the host, and especially
by the ability to cope with the host immune system. The constant armed race between bacteria and
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their hosts shape the evolution of their genomes with small- and large-scale changes associated with
remarkable events like host jumps. Currently, very little is known about the evolution of bacterial
defense systems against phages and other parasitic DNAs in the context of emergence and adaptation
to a new host. The bird pathogen Mycoplasma gallispeticum (Mgal) represents an unique model for
studying such evolution.

Mycoplasmas are minimal pathogens belonging to the class Mollicutes (May, Balish, and Blanchard
2014) that are characterized by a streamlining genome evolution from Gram-positive ancestor with a
drastic genome reduction partially counter balanced by horizontal gene transfers (HGT) and exposure
to numerous mobile genetic elements as potential sources of genetic diversity and genome
reorganization (Citti et al. 2018; Sirand-Pugnet, Citti, et al. 2007). Despite an evolutionary tendency to
genome minimization, most mycoplasmas have retained various defense systems against phages and
invading DNAs. Indeed, mycoplasmas are the second group of bacteria with the greatest number of
Restriction-Modification systems (Oliveira, Touchon, and Rocha 2014). They are also the bacteria with
the smallest genome where CRISPR systems have been described. Phylogenetic studies suggest that
Type II-A CRISPR system was already present in mycoplasma LCA and current CRISPR systems are found
in ~¥50% of the species, with some diversity observed in the protein sequences of Cas9, Casl, Cas2 and
Csn2, and in the spacers sets and direct repeats of CRISPR arrays (lpoutcha et al. 2019).

Among mycoplasma CRISPR systems, the Mgal CRISPR locus has undertaken a remarkable evolution
correlated with a recent host shift that occurred in 1994 in the US from poultry hosts (chicken, turkey)
to House Finch (HF) and caused the death of about 225 million birds in the three first years of the
outbreak (Delaney et al. 2012; Dhondt, Tessaglia, and Slothower 1998). Comparisons of the unique
CRISPR loci in the genomes of House Finch isolates and ancestral poultry strains revealed a complete
modification of the spacer set, with not a single spacer of the 147 detected across the 4 poultry strains
studied also found in the HF strains (Delaney et al. 2012). By comparison with poultry strains, the
reduced diversity of spacers found in HF strains (50 unique spacers) suggests that the host shift was
associated with a sudden slow-down in the recruitment of new spacers. Loss of spacers and
degradation of the CRISPR locus was also observed in some HF strains, suggesting this defense was
evolving towards becoming non-functional in the new host. This fast evolution of CRISPR system at
the intraspecific level and in association with a host-shift is unique and raises the question of the
role played by prokaryotic defense mechanisms in the successful colonization of new hosts by
pathogenic bacteria.

Beside the first observation of the remarkable change of spacers set, no functional characterization
has been made of the CRISPR system, especially for the main actor Cas9. In this paper, we functionally
characterized the natural CRISPR system of the minimal bacteria Mgal. Using in vitro and in vivo
approaches, we determined the PAM specificities of the MgCas9 and showed that the evolution of
spacer repertoire during the host shift was correlated with a clear modification of the PAM signature
which was associated with the evolution of the PI domain of MgCas9. We revisited the current model
of evolution of the bird pathogen, considering the observed modifications of the CRISPR and other
predicted bacterial defense systems. From the Mgal natural CRISPR system, we finally derived a
minimal genetic tool made of MgCas9 and a compatible single-guide RNA which functionality was
demonstrated in four unrelated mycoplasma species.

Results

Genomic comparison of CRISPR locus in M. gallisepticum strains.

To extend the 2012 study, a new set of Mgal strains isolated from HF was genome sequenced, including
78 US strains sampled between 1994 to 2015 in Alabama, Ohio, Missouri, Virginia, South Carolina,
Texas, Georgia, Maryland and Pennsylvania (Table S1). Draft genomes and 19 other Mgal genomes
available in public databases were analyzed and compared. First, a phylogenetic analysis was
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performed including the 97 Mgal genomes. A set of 466 protein families predicted from all genomes
was selected to build a high-resolution tree (Figure S1).
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Figure S1: Presence and integrity of the CRISPR defense system in M. gallisepticum strains. A- Phylogenetic tree of Mgal
strains based on 466 conserved proteins. Presence and integrity of the CRISPR defense system is indicated for all strains.
Green star, complete CRISPR locus; blue star, strains with a CRISPR locus deleted from the tracrRNA and Cas genes; others
signs, inactivated CRISPR with different truncated forms of MgCas9 sequence. B- Mgal genome is represented here and
CRISPR locus is pointed and represented.

As expected, phylogenetic tree of all those strains indicated that Mgal poultry strains are well
separated than HF ones and oldest HF strains are closer to poultry strains (Figure S1). A single CRISPR
locus was found in all Mgal strains but for 10 of them (2 HF strains isolated in 2002, 5 in 2007, 2 in
2011 and 1 in 2015), part of the locus harboring the tracrRNA and the cas genes (i. e. cas9, cas1, cas2
and csn2) has been lost, leaving only the CRISPR array (Figure S1A). Further in silico analyses were
undertaken to document the intraspecific diversity of Mgal CRISPR system among the strains that
contained an entire locus. Protein sequences of the Mgal Cas9 (MgCas9) were aligned and a
phylogenetic tree was constructed (Figure 1A). A clear distribution into two main branches was
observed with a clustering of MgCas9 from poultry strains within one branch and all HF MgCas9
clustering in the other branch and showing more than 99% identity in sequence. Three truncated
versions of MgCas9 were predicted among HF strains. MgCas9 truncated form V1 is truncated by a
frameshift mutation at position 3445 of the gene, leading to a protein truncated of the last 120 amino
acids within the PAM Interacting domain (Pl). These truncated forms were clustered in the MgCas9
phylogenetic tree and were identified in some HF strains isolated in 2001, 2002, 2009 and 2015. The
truncated form V2 was found in strains collected in years 2011 to 2015 and is truncated at position
1018 within the REC lobe of the protein by a single nucleotide variation changing a GAA Glu codon into
a TAA STOP codon. The V3 form was only observed in a 1998 strain and is truncated at position 1498
in the REC domain by a single base change that generates a TAG STOP codon instead of CAG GIn codon.
The occurrence of various truncated forms of MgCas9 in different branches of the Mgal tree suggest
the inactivation has occurred several times during the evolution of Mgal. All HF strains with a predicted
complete MgCas9 were isolated during years 1995-2004, suggesting co-occurrence of strains with
active and inactive MgCas9 has been limited to years 2001 to 2004. By contrast, all poultry strains
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collected in chicken and turkeys over a large period of time (~1958-2019) were predicted to harbor an
active CRISPR system with no inactivating mutations observed in MgCas9.

Comparing one representative copy of HF MgCas9 (from strain CA06) with the typical MgCas9 from a
poultry strain (S6), we observed a concentration of amino acid variations within the Pl domain that is
involved in the specific interaction between Cas9 and the PAM sequence located downstream of the
protospacer of the target DNA (Figure 1B). At the protein level, a sequence variation of 8.7% was
calculated for the PI domain for 3.1% for the remaining domains of MgCas9. At the nucleotide level,
percentages of variations were 4.2% and 2.2% for the Pl and remaining domains, respectively.
Regarding other Cas proteins encoded within the CRISPR locus, Csn2 was shown more variable in
sequence (5.1%) compared to the Casl (0.3%) and Cas2 (0.9%). Therefore, we concluded that the host
jump of Mgal from poultry to HF had been correlated with a marked evolution of MgCas9 Pl domain,
before a global inactivation of the defense system. From these observations, we hypothesized that
the PAM recognition specificity of MgCas9 might be different between typical poultry strains and HF
strains isolated during the 10 first years after the host jump.
L
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Figure 1: Evolution of the M. gallisepticum CRISPR locus. A- Phylogenetic tree of MgCas9. Strains isolated from poultry
hosts and HF are highlighted in red and blue, respectively. MgCas9 forms are indicated for all strains. Green star
represents complete MgCas9 sequence. Others signs represent three MgCas9 truncated forms. B- Representation of
MgCas9 protein domains and mutations between strains S6 (poultry) and CA06 (HF). V57A indicate the 57t amino acid
in S6 MgCas9 sequence is Valine and is replaces by Alanine in CAO6 MgCas9. C- Nucleic and proteic sequence comparisons
between CRISPR effectors of S6 and CA06 strains. Genome mutation number was calculated comparing 466 core genome
proteic sequences or using all genome nucleic sequences.

In vitro PAM specificity is different between MgCas9 from poultry (S6) and HF (CA06) strains

In order to compare the PAM recognition preference of MgCas9 from a poultry strain (S6) and a HF
strain (CA06), we used an in vitro assay previously developed by Siksnys ‘s group (Gasiunas et al. 2020;
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Karvelis, Young, and Siksnys 2019). MgCas9 proteins and sgRNAs were produced using a cell-free in
vitro translation (IVT) method. Afterwards, IVT mixtures were used as sources of MgCas9/sgRNA
ribonucleoparticles for the cleavage of a library of plasmids containing a target sequence and a PAM
sequence randomized on 7 positions (Figure 2A). The randomness of the plasmid library was first
evaluated by amplicon sequencing on three replicates, using an lllumina MiSeq sequencer. Out of the
16, 384 possible PAM sequences, 16, 306 were detected in one or several replicates with a number of
reads varying from 1 to 420 (Figure S2A). Base frequency at each of the 7 positions was calculated
showing nearly perfect reproducibility among the replicates and observed average frequencies of A, C,
G and T ranging from 0.16 to 0.35 over the 7 positions (Figure S2B). Average frequencies of all detected
PAM sequences were calculated (Figure S2C) and a normalization factor was determined for each PAM
sequence as the ratio between observed and theoretical frequencies (Table S2).
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Figure S2: Plasmid library validation. A- Histograms of PAM motif distributions for each replicates are
represented with minimum and maximum coverage. B- Position frequency matrix of the 7 bp randomized for
each replicates. C- Average frequency of each PAM sequence observed in at least one of the three replicates
was calculated. C- Average frequencies of PAM sequences in the 7 bp randomized library were ranked and
represented as a graph. Average observed was indicated.
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After cleavage of the plasmid library by MgCas9 S6 or MgCas9 CA06, molecules containing a recognized
PAM sequence were captured, enriched by PCR amplification and submitted to deep sequencing.
Three independent in vitro cleavage and further processing were performed in each case. Cleavage
was observed three bases upstream from the PAM sequence and results obtained for the two series
of replicates were nearly identical (Figures S3A and S3B). Out of the 16,306 PAM sequences observed
in the library, 10928 and 9709 PAM sequences were detected at least once after cleavage by MgCas9
S6 and MgCas9 CAO06, respectively. In order to validate the specificity of the cleavage induced by the
IVT, a PAM sequence corresponding to the 7 first positions of Direct Repeat sequence present in the
CRISPR arrays of M. gallisepticum strains CAO06 and S6
(GTTTTAGCACTGTACAATACTTGTGTAAGCAATAAC) was searched for in the initial and cleaved libraries.
Indeed, this sequence should not be found in the list of PAM sequences recognized by MgCas9, as it
would mean suicide for the bacteria. While the GTTTTAG sequence was the 497" most represented
motif in the initial PAM library, it was not detected in any of the replicates after cleavage with MgCas9
CAO06 or MgCas9 S6. This result suggested the high specificity of the in vitro cleavage with IVT mixtures.
However, distribution study showed that ~90% of the detected PAM sequences had nearly null
frequencies and were therefore considered as poorly significant (Figures S3C and S3D). The 1000 most
frequent PAM sequences were selected and normalized frequencies were calculated, taking the bias
of the original plasmid library into account (Table S3). Frequency matrices and sequence logos were
produced (Figures 2B and 2C). PAM sequences recognized by MgCas9 from S6 and CA06 strains are
both 5 letters motifs with only positions 3, 4 and 5 showing marked bias. Remarkably, sequence logo
comparison showed that PAM preferences of MgCas9 proteins were clearly different in the two strains
of M. gallisepticum. Main difference was observed at position 3 with 99% being A in S6 and G in CAQ6.
Position 4 was preferentially A or G in both cases, with a bias towards A more marked in S6. In position
5, T was present at 73% in S6 compared to 30% in CA06, suggesting a difference of importance of this
position in the two strains. This experiment demonstrates that MgCas9 recognize 5-positions PAM
sequences and that recognition preferences in vitro are clearly different in the poultry strain S6 and
the HF strain CA06. This was confirmed when comparing the Top 10 PAM sequences most frequently
recognized by S6 and CAO6 MgCas9 (Figure 2D).
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Figure 2 : In vitro characterization of PAM sequences recognized by MgCas9 from poultry (S6) and HF(CA06) strains.
A- Position of the observed cleavage site for the two MgCas9. B- Position Frequency Matrix (PFM) of observed after
cleavage of a 7-positions PAM degenerated library by MgCas9 from S6 and CA06 Mgal strains. Frequencies were
averaged on three replicates and corrected considering bias in the distribution of PAM sequences in the initial plasmid
library. Adenine are represented in orange, Cytosine in grey, Guanine in yellow and Thymine in blue. Frequencies of each
base at each position are indicated on the graph. C- Web logos of consensus PAM sequences recognized by MgCas9 S6
or CAO6. D- Top 10 of the best motifs recognized in vitro by MgCas9 S6 and CAQ6.
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Figure S3 : PAM analyses after cleavage with MgCas9 from S6 (A) and CAO06 (B) strains. A- Position frequency Matrix of
PAM cleaved sequence by S6 Cas9 for each replicate. B- Position frequency Matrix of PAM cleaved sequence by CAO6
Cas9 for each replicate. C- Average frequency of each PAM sequence observed in at least one of the three replicates was
calculated. Average frequencies were ranked and represented as a graph.

To confirm the PAM recognition specificity observed by in vitro cleavage of a degenerated plasmid
library, we selected two PAM sequences, specifically recognized by MgCas9 S6 (PAM p1) and MgCas9
CA06 (PAM p2), respectively. Three plasmids were constructed containing the target sequence
followed by one of the two selected PAM sequences (pTZ57-Motifl and pTZ57-Motif2) or by the 7 first
nucleotides of Direct Repeat sequence (pTZ57-Motif3)(Figure S4A). After in vitro cleavage of these
plasmids by IVT-produced MgalCas9/sgRNA complexes, we observed that MgCas9 S6 efficiently
cleaved PAM p1 but not PAM p2 whereas MgalCas9 CA06 preferentially cleaved the PAM p2 (Figure
S6B). By contrast, the control PAM p3 remained uncleaved after incubation with one MgalCas9 or the
other. We then confirmed the difference of PAM specificity of MgCas9 originating from poultry and HF
strains.
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Figure S4 : In vitro cleavage of selected PAM sequences. A- Design of the plasmids used for in vitro cleavage assay. PAM
sequences m1, m2 and m3 were inserted downstream of a spacer targeted by the sgRNA to generate plasmids pTZ57-
Motifl, pTZ57-Motif2 and pTZ57-Motif3, respectively. B- Result of the In vitro cleavage after incubation or the plasmids
with MgCas9/sgRNA complexes produced by IVT. Uncleaved plasmids were used as control (T+). Reaction products of
IVT were also loaded on gel as a control of background bands.

In vivo interference experiment confirmed differences of PAM recognition specificity of MgalCas9
depending on the strain origin.

To go further and evaluate if the difference of PAM specificity observed in vitro was consistently
correlated with a difference of specificity of the bacterial defense system in vivo, we set a cleavage
assay based on the transformation of Mgal with a replicative plasmid (pMGAL-Spacer and derivates)
containing the third spacer naturally found in the CRISPR array of strain S6, followed by a selected PAM
candidate (Figure 3A, and 3B). Four PAM motifs were chosen based on in vitro results. Motifs S6-1 and
S6-2 were well recognized by MgCas9 S6 but poorly by MgCas9 CA06, in vitro. CA06-3 motif was not
found cleaved in vitro by MgCas9 S6 but very well by MgCas9 CA06. On the contrary, CA06-4 motif was
efficiently recognized by MgCas9 CA06 but weakly by MgCas9 S6. Interference assays were performed
using these plasmids in Mgal S6 strain and a genetically engineered Mgal S6 (thereafter named Mgal
S6 mod Pl CA06) which MgCas9 Pl domain had been replaced by the homologous domain of the
MgCas9 CA06. A plasmid that contained the Direct Repeat of the CRISPR array as a PAM sequence was
used as a negative control. After transformation, highly different numbers of colonies were observed
on selective plates, depending on the PAM sequence and the Pl domain. By comparison with the
negative control plasmid, transformations with plasmids containing PAM sequences expected to be
cut by MgCas9 S6 (S6-1 and S6-2) lead to 100-1000 times less transformants (Figure 3C). This confirmed
that the CRISPR/Cas9 system is functional as a defense system in Mgal S6 and that PAM sequences
efficiently recognized in vitro by MgCas9 S6 are efficiently recognized in vivo. Similarly, plasmids
harboring PAMs frequently cleaved in vitro by MgCas9 CA06 were actively cleaved in vivo by MgCas9
mod Pl CA06, demonstrating that the hybrid MgCas9 was fully active. Concerning the difference of
specificity, we observed, as expected from the in vitro results, that the PAM CA06-3 was not recognized
by MgCas9 S6 but efficiently drives cleavage by MgCas9 with a CA06 Pl domain. This result confirms
that the specificity of MgCas9 is mediated by the Pl domain and that an important difference of PAM
recognition specificity can be observed depending on the origin of the Pl domain. Interestingly, motifs
that were considered as background on the in vitro assay because they were found at very low level
(Ca06-4 for MgCas9 S6, S6-1 and S6-2 for MgCas9 CA06), were efficiently cut in vivo.

156



CHAPITRE 2 : Le systéme CRISPR-Cas9 de Mycoplasma gallisepticum : de la
caractérisation du systeme naturel a I'outil d'ingénierie des génomes

A C
¥ > 5 LR TR 1] ol S mud a1 RS
Ml Enwr' reuu b

T i
P 'y Im E T 11 .

r ] AL & (S

:
:

LR
Tk TriaLs)
awok | et | 1

AR

%
Sty Mgy CRISPE lesnus A, .-'J-'."":l

—00 0 B,

LY

Flaamed tast

Figure 3: Evaluation of PAM specificity in vivo using plasmid interference assays. A- PAM sequences for in vivo
interference assays were selected from in vitro results. DR is the direct repeat sequence naturally present in the Mgal
CRISPR array; this motif cannot be recognized by MgalCas9 and is used as a positive control of transformation and negative
control for cleavage. Four others PAM sequences where chosen, that are unevenly cut in vitro by MgCas9 S6 and CA06.
PAM sequences frequently retrieved after cleavage are noted (+++) whereas lowly and not recognized sequences are
indicated by (+) and (-), respectively. B- Plasmid design for interference assays in Mgal S6 and Mgal S6 mod PI CA06. Plasmid
PMGAL contains Mgal oriC, a tet(M) resistance marker and the third spacer which is present in the S6 CRISPR array,
followed by selected PAM sequences. C- In vivo result of transformation assays for the two Mgal strains. The numbers of
transformants obtained after three transformation reolicates are reoresented as a box olot.

Understanding the evolution of MgCas9 in its genomic context

In order to better understand the link between the Mgal adaptation to HF and the evolution of
MgCas9, an extended analysis of the CRISPR locus and other predicted bacterial defense systems was
undertaken. First, the set of spacers inferred from Mgal CRISPR locus was compared in the different
Mgal strains. We identified 458 unique spacers from 19 poultry strains and 76 from 85 HF strains. From
all poultry strains, only one spacer with 1 mutation was shared between the vaccinal strain ts-11 (and
derivatives K6372, K6356, K6212B, K6216D, K6208B, K5322C, K2966 and K6222B) and HF strains.
Among Mgal poultry strains, a wide diversity of spacers was observed and no spacer was conserved in
all of the strains. In comparison, among CRISPR arrays of HF strains, a low diversity of spacers was
found and most spacers were highly conserved among strains (Table S4). Most spacers have been
integrated before 2007 and this is in concordance with the predicted inactivation of MgCas9 since
2007. However, even if MgCas9 seems to be inactivated, some recent spacer acquisitions were
predicted from the CRISPR arrays of strains from 2011, 2013 or 2015. We are currently looking for hits
in various databases including phages and metagenomic databases to investigate the origin of the
spacers.

Others defense systems against phages and invading DNAs were predicted in Mgal genomes (Table
S5). Several of them were identified in the vicinity of the CRISPR locus, suggesting this system might
be part of a more complex defense island containing also a type | R-M system (hereafter named RM 1)
and letA-letS system recently characterized as bacterial defense systems against phage (Gao et al.
2020) (Figure S5). The last one, is composed by an ATPase (letA) and a S8 protease (letS) that has been
functionally characterized as Toxine-Antitoxine system in M. mycoides subsp. capricolum and other
mycoplasmas (Hill et al. 2021). The RM 1 that is found in some poultry strains close to the CRISPR locus,
is lacking in the genomes of all HF strains. In addition, a transposase gene of an insertion sequence
element (1S256) located immediately downstream of the defense island was found conserved in all
strains. Two genes encoding a predicted S8 serine peptidase and a hypothetical protein, were also
located upstream from the island. S8 serine peptidases are usually found in defense systems against
phages (Gao et al. 2020) or sometimes against host immune system (McKenna et al. 2021). The
putative S8 peptidase gene was predicted inactivated in several poultry strains but functional in all HF
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strains except strains where the set of cas genes had been lost, suggesting both loci were lost during a
single deletion event (Figure S5). In two strains, another type | R-M (hereafter named RM 2) was found
close to another dynamic genome locus containing genes encoding variable surface proteins (VIhA)
(Liu et al. 2000; Pflaum et al. 2015) (Figure S6, Table S5). Finally, we show that all defense systems
against phages showed a remarkably dynamic evolution among Mgal strains.

Table S5. Genomic state of all the putative genes encoding defense systems in Mgal strains
Strains S8 family CRISPR letA/S RM1 RM 2 Strains S8 family CRISPR letA/S RM 1 RM 2
56 * 1 1 1 1 CAO6 1 1 1 0 0
Rlow * 1 1 1 * NC06_2006.081 0 0 1 0 0
F - 1 1 1 0 INCO8_2008.031 0 0 1 0 0
NTCC10105 1 1 1 1 0 NC95 13295-2 1 1 1 0 *
Z Imxa 1 1 1 0 1 + INYO1 2001.047 1 1 1 0 o
E fa9 * 1 1 1 0 - NC96_1596-4 1 1 1 0 0
685 0 1 1 0 0 WI01 2001.043 1 1 1 0 0
TS-11 * 1 1 0 0 \VA94 7994 1 1 1 0 0
K6356 0,5 1 1 0 ND New 69 strains with Cas genes 1 lor0,5 1 0 0
KUVMG 0 1 1 0 0 Strains without Cas genes 0 0 1 0 0
1 = Present
0= Absent

* = Inactivated by DNA mutation
i = DNA region is invert
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Figure S5 : Putative defense island in Mgal genome. Genes present in the putative defense island was shown for five
representative Mgal strains (Table S5). All defense systems were associated with color: CRISPR (red), letA/letS (Blue), RM
1 (Orange). The two others putative systems are also associated with color: system containing S8 peptidase (Yellow) and
hypothetical system (green).

Myoonpkrrm gallissgadisme 50

945 437 A - {0 46 l.ﬁ!j..---f
FEr— int
I | —

A-Ad e | (B 2 Wi

Lpp neh regon AND defense system

Mycopkreme guildeplicess CAOG

576 412 bp S R O
-'-r

it

Figure S6 : Highly dynamic genome region with a RM system in Mgal. The region is composed by multiples copies of
genes encoding for VIhA proteins (green) and by the RM 2 system in Mgal S6 genome. A transposase associated with
1S256 is also found in the genomic locus of Mgal S6.
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Building a genetic tool for mycoplasmas from Mgal natural CRISPR system

To evaluate the Mgal CRISPR/Cas9 system as a potential genetic tool for mollicutes, a minimal system
was designed and introduced in an all-in-one plasmid (pTI2.0), including (1) the MgCas9 gene and (2)
a sgRNA, both under the control of the constitutive pSpi promotor. Other genetic elements were (3)
an antibiotic resistance cassette suitable for selection in most mollicutes (tet(M)) and, (4) an oriC from
Mgal chromosome to ensure replication. A simplified version without MgCas9 gene was also
constructed (pTI1.0) for use in Mgal that naturally expresses MgCas9. Double BseRI restriction sites
were added in the sgRNA cassette to facilitate the introduction of a target sequence with annealed
oligonucleotides. Unique restriction sites were inserted all around the plasmid to easily change the
oriC, the antibiotic resistance marker and others genetic components. A set of plasmids was developed
for four mycoplasma species distributed in the three main phylogenetic groups (Mycoplasma
capricolum subsp. capricolum (Mcap), Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (Mmm), Mycoplasma
gallisepticum (Mgal) and Mycoplasma pulmonis (Mpulm) (Figure 4A). Transformation assays were
performed in the different mycoplasmas to demonstrate the functionality of these all-in-one plasmids.
In all cases, the sgRNA was designed to target the mycoplasma chromosome. Comparing
transformation efficiencies of targeting and non-targeting plasmids, we observed a counter-selection
effect close to 100% when targeting the chromosome (Figure 4B). Five surviving colonies of Mgal were
analyzed and showed mutations on MgCas9 encoding gene (Glyz:sto Aspaas , Alaii1 to Aspiii, Seraze to
Argae, Glnsg, to Lysss, and a frameshift mutation introduced in Leui7 codon). We also tried the system
in Mycoplasma pneumoniae but any transformant was observed even without sgRNA, suggesting an
intrinsic toxicity of MgCas9 in this species. Transformation assays of all-in-one plasmids in presence of
recombination templates were attempted, but any recombinant was observed (data not shown).

As an example of application of Mgal CRISPR system as a counter-selection tool, we evaluated its ability
to cure a mycoplasma genome from an integrated mobile element (Figure 4C). The selected target was
an Integrative Conjugative Element (ICE) present in the Mcap chromosome that is known to self-excise
at low frequency (Tardy et al. 2015). The gene encoding MgCas9 was first introduced in the Mcap
genome and a replicative oriC plasmid harboring a sgRNA targeting a gene of the ICE, MCAPO559
(PMYCO1_sgRNAO0559) was constructed. Transformation with a control plasmid without target
(PMYCO1_sgRNA) generated 136,000, 475,000 and 20,000 transformants in three assays. In
comparison, only 9, 7 and 0 transformants were retrieved when transforming the
pMYCO1_sgRNA0559 (Figure 4D). A PCR screening and further sequencing were used to analyze the
ICE locus of all these clones. One clone where the ICE had been properly cured from the genome was
isolated, demonstrating the usability of Mgal CRISPR-based tools for selection of rare events in
heterologous mycoplasma species. Three transformants that still possess the integrated ICE were
further investigated by sequencing the Mgal Cas9 gene. Mutations were evidenced in all three cases
(Glui7s to stop, Glyis to Cysis and Pheii79 to Aspiizs). In conclusion, a functional minimal system was
successfully derived from the natural Mgal CRISPR/Cas9 system and can be used as a powerful
counter-selection tool in various mycoplasmas.

159



CHAPITRE 2 : Le systéme CRISPR-Cas9 de Mycoplasma gallisepticum : de la
caractérisation du systeme naturel a I'outil d'ingénierie des génomes

M rapricefin mga(Cas®
A L | Town form of the ICE | F Ir-.-ll:l:l':." :
|Spi=in gran P Vi 2% |
[T L Y .'-\-.\_\_\_ F‘ ﬂﬂ‘
-
- @@I ese
e e I| vabe mngnd | Tprelse pre
Taggen | _ Taig
i Actiom ol Casd- -u;nlhli
Cleavage ol ICE
B
bdcan oy el Mpitm I'|I||I|||I Hiegaaly
¥ - . '
i “
8 @ |
E | Ll it
= | ke v vl
|:= E | UFC pomtrol | UEC ICE esegot § WCE froe cell
st ! [ Assans 1 38 000 3 )
I::I1 Terpet b T '.:;.. fin® -';J"' |I|.I-_' 'r..l_a.q,- i .I:L'.:-.'I-'.'L = ELLUY 3 Ly
dsays 3 7 00 L] L]

Figure 4 : Development of a counter-selection tool from Mgal CRISPR system. A- All-in-one plasmid backbone with
main genetic elements including MgCas9 gene (green arrow), sgRNA (blue), mycoplasma oriC (brown) and resistance
marker (red). Restrictions sites introduced for easy change of main components are represented. B- Result obtained for
in vivo transformation assays in four species of mycoplasma: M. capricolum subsp. capricolum (Mcap), M. mycoides
subsp. mycoides (Mmm), M. gallisepticum (Mgal) and M. pulmonis (Mpulm). Numbers of transformants obtained using
plasmid without target (NoT) or targeting the genome (Target) are indicated. C- Schematic of the experiment designed
to cure Mcap genome from an Integrated Conjugative Element (ICE) using a minimal CRISPR/Cas9 system. D- Number
of transformants obtained in three replicates of the ICE targeting experiment. Plasmids used contained a sgRNA with
a spacer targeting the ICE (ICE target) or no (control).

Discussion

Emergence of a pathogen into a new host is an upheaval for both partners that can be considered as
an inflection point in their evolutionary trajectories. New host pathogen interactions impose new
constraints that will drive their genome evolution towards an ecologically sustainable equilibrium or
an extinction of one partner. For a bacterial pathogen, changing of host means adapting virulence
factors and metabolism to create a place for itself, potentially among other competitive species. In this
perspective, the successful emergence of a bacterial pathogen into a new host would also depend on
its ability to cope with a new environment of phages and other invading DNAs. In this study, we used
the recently reported host jump of Mgal from poultry to HF as a case study to investigate this aspect
of emergence that has been greatly overlooked.

The wide diversity of hosts colonized by mycoplasmas and the general absence of consistency between
the phylogenetic positions of these minimal bacteria and their animal hosts suggest a number of host
jumps have occurred along their evolution. In a number of cases, colonization of a new host has most
probably been fostered by HGT, as it is now well established among ruminant mycoplasmas (Sirand-
Pugnet, Lartigue, et al. 2007) or between distantly related mycoplasmas infecting birds. For instance,
M. gallisepticum and M. synoviae belong to the Pneumoniae and Hominis phylogenetic groups,
respectively, and the HGT of some genes encoding variable surface proteins Vhla, neuraminidase or
immunoglobulin cysteine protease CysP may have played a significant role in their ability to infect birds
(Cizelj et al. 2011; Sirand-Pugnet, Lartigue, et al. 2007; Vasconcelos et al. 2005).
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Surprisingly, the recent host shift of Mgal from poultry to HF does not seem to be associated with
large-scale modifications of the genome as observed for other bacteria such as S. aureus subsp.
anaerobius (Yebra et al. 2021). No gene acquisition was evidenced but rather an accumulation of
thousands of SNPs and small-scale modifications affecting host pathogen interaction (Delaney et al.
2012; Tulman et al. 2012). In this context, the evolution of Mgal CRISPR locus is remarkable as it is
marked by both SNP accumulation in cas genes and a complete change in the repertoire of spacers.
CRISPR systems are defense systems against phages and other invading DNAs and they have been
envisioned as barriers to HGT, which is one of the main driving forces of evolution in prokaryotes
(Koonin 2019). In the case of the recent Mgal host shift, the lack of evidence for significant HGT is in
accordance with a CRISPR system remaining active while evolving. Our data show that MgCas9
evolution during the host shift kept it functional but with noticeable changes in the AA sequence,
especially in the Pl domain which evolution modified its PAM recognition specificity.

Differences in the repertoires of PAM sequences recognized by MgCas9 originating from poultry and
HF strains were particularly highlighted when using an in vitro assay and a library of plasmids with all
possible combinations of PAM sequences. When comparing these results with those of an in vivo assay
based plasmid interference, we confirmed that a PAM not recognized in vitro did not lead to the
cleavage and loss of the plasmid, and that recognition specificity was dependent on the Pl domain of
MgCas9. We also noticed that PAM sequences only poorly recognized in vitro could lead to enough
plasmid cleavage for stopping colonies from growing. This difference can be explained because the
highly sensitive in vitro assay is designed to quantify cleavage efficacy of PAM sequences after one
hour of incubation with the MgCas9/sgRNA complex. This assay revealed, in a quantitative manner,
PAM sequences that are thermodynamically more susceptible to interact with MgCas9 Pl domain. On
the contrary, the in vivo assay is based on the cleavage of a low-copy number oriC plasmid by the
endogenous CRISPR system of Mgal. Even if not frequent, any cleavage of the plasmid occurring before
division of the bacteria (generation time for Mgal is 1.2 hour (Beaman and Pollack 1983) will hamper
the propagation of the plasmid in the population and stop colony development on selective medium.

The complete reset of Mgal CRISPR system concomitantly with the 1994 host jump of the pathogen
suggests this main event selected Mgal mutants not only with virulence factors evolved for an
improved colonization of a new host, but also with defense systems adapted to a new phageome.
Among poultry strains, the diversity of spacers was high, suggesting a fast turnover fostered by regular
phage attacks. This hypothesis is in accordance with the demonstration that the CRISPR system is fully
active in the S6 strain and the prediction that an active system has been preserved in all strains isolated
from chicken and turkeys. On the contrary, in HF strains, spacers are very conserved among strains,
suggesting the bacteria has to face a low diversity of phages. HF Strains isolated during years 1994 to
2007 kept the CRISPR system functional with a MgCas9 adapted to a new set of PAM sequences. This
suggests a benefit-cost balance in favor of maintaining active the CRISPR defense system (Figure 5). As
such, the CRISPR system of Mgal might have played an important role in Mgal emergence in HF. This
further suggests that phage diversity may be an important barrier to bacterial establishment in a new
host. A role of the phage community in facilitating or hindering emerging bacterial establishment may
explain why Mgal is able to spillover, but not persist, in a large number of bird species (Staley et al.
2018).
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Figure 5 : Model of evolution of the CRISPR system in the context of Mgal emergence and adaptation to HF. The main
steps of emergence of Mgal in HF are indicated. Data documented in literature and in this study are gathered as facts in
the bottom of the figure. The model proposed integrating the benefit-cost balance and various constraints and
parameters that may have driven the evolution of the CRISPR system is presented at the top of the figure.

Some models propose that the cost—benefit balance is the main driver for persistence of an active
adaptive immunity system like CRISPR (Koonin 2019). At low diversity of phage, the balance is not in
favor of maintaining an active CRISPR system, and less costly systems like Restrictions-Modifications
systems are sufficient for resistance. Conversely, with a very high phage diversity, many spacers would
be needed to ensure phage immunity, which might be more costly that other phage defense systems
with fixed cost, like modification of phage surface receptor (Broniewski et al. 2020). In bacteria,
different ways to switch the expression of CRISPR systems have been described (Patterson,
Yevstigneyeva, and Fineran 2017) like quorum sensing that is responsible of CRISPR inactivation in
Serratia sp. ATCC39006 (Hgyland-Kroghsbo et al. 2017; Patterson et al. 2016). This loss of Cas9 might
also be the result of an evolutionary trade-off between defense and evolution as suggested in E. coli
(Garcia-Martinez et al. 2018).

In the case of Mgal, the observed inactivation and, in some strains, degradation of the CRISPR system
in HF strains isolated after 2007 suggest the benefit-cost balance for maintaining an active CRISPR-Cas
system has changed, leading to the observed mutations in MgCas9. Interestingly, we did not found
bacteriophages in the genomes of the strains included in our study, suggesting the bacteria might still
be protected. To investigate further this hypothesis, we extended Mgal genome analyses to other
defense systems. Several systems including the recent Toxin-Antitoxin system characterized in
Mycoplasma mycoides subsp. capri (Hill et al. 2021) and a RM systems were identified in the vicinity
of the CRISPR locus, suggesting those were gathered in a defense island, as described in other bacteria
(Bernheim and Sorek 2020). Only the TA system was found conserved among all poultry and HF strains.
By contrast, the two RM systems located in the defense island and at another locus were systematically
predicted inactivated in HF strains. Therefore, it does not seem that the inactivation of the CRISPR
system in post-2007 HF strains had been compensated by a reinforcement of the RM systems.

Evaluating the current selective pressure imposed by phages on contemporary HF strains will require
further investigations, but our results also raised the question of other defense mechanisms that might
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bring enough protection to avoid maintaining an active CRISPR system. The conservation of the TA
system suggests it might be involved. Alternatively, modifications of the phage receptors may also help
the bacteria to resist to phage attacks. Currently, any phage receptor has been characterized in Mgal.
However, some surface proteins associated with adhesion of the bacteria to the host cells have
encountered remarkable changes during host shift, especially the Vlha variable surface proteins.
(Delaney et al. 2012; Tulman et al. 2012). Possibly, such surface modifications of Mgal could have
played a role in phage defense during host shift and subsequent evolution in HF. In this context,
isolating Mgal phages would open interesting opportunities to investigate these hypotheses.

Other constraints related to the armed race between Mgal and its new host might have impacted the
benefit-cost balance shaping the evolution of Mgal defense systems. Recent studies have shown that
the virulence of HF strains has adaptively increased (Staley et al. 2018) while a widespread resistance
in the host population of HF since 2007 (Bonneaud et al. 2011) (Figure 5). This host population
resistance and the induced selective pressure imposed on Mgal to adapt its fitness possibly changed
the benefit-cost balance of CRISPR and other defense systems. In this perspective, losing a functional
CRISPR by mutation might be regarded as a way to switch-off a costly defense mechanism in a context
of low phage pressure, while opening new evolution routes by relaxing barriers to HGT.

In conclusion, we have shown here that the emergence of a minimal pathogenic bacteria in a new host
has been associated with a complete reset of the CRISPR defense system with several evolution steps
including (1) a modification of Cas9 PAM recognition specificity, (2) a drastic change and a reduction
of the diversity of the repertoire of spacers and, (3) multiple inactivation events after the early years
of the emergence. A global study of the bacterial defense systems against phages and invading DNAs
did not reveal new systems that may have compensated the loss of active CRISPR. On the contrary,
some of the other defense systems (i.e. RM systems) were also systematically lost in recent strains,
suggesting a general tendency to lower the guard against phages. This study is an invitation to consider
the emergence of a pathogen into a new host in an enlarged ecological context, including not only the
the pathogen and the host, but also the pathogens of the pathogen. Taking these multi-partner
interactions into account will help understanding why some host-pathogen interactions are
evolutionary sustainable and other not.

Material & Methods

Oligonucleotides and plasmids:

All the oligonucleotides used for this study were supplied by Eurogentec and are described in Table S1.
All the plasmids constructed and used in this study are listed in Table S2.

Comparative genomics and in silico comparison of MgCas9 strains S6 vs CA06
Phylogenetic tree was made using Hiphygeny pipeline.

Phylogenetic analysis of MgCas9 was performed using proteic sequences and the phylogeny pipeline
available at http://www.phylogeny.fr/. This pipeline includes the sofwares Muscle, Gblocks, PhyML
and TreeDyn. Representation of the tree was designed on iTOL (https://itol.embl.de/). Protein
alignment was analyzed on MEGA-X using Muscle alignment software (Kumar et al. 2018). Mutations
rates between S6 or CAO6 were calculated from SNP detected using whole genome nucleotide
alignment in MAUVE (Darling et al. 2004). For mutation rates of proteins, concatenated protein
sequences of whole genome were compare using Blast-p.

Construction of a minimal Mgal sgRNA

Sequences of DR and tracrRNA were concatenated and the secondary structures of the hybrids were
simulated using the mfold software at http://unafold.rna.albany.edu/. The sgRNA was designed
according to (Jinek et al. 2012). The chimeric molecule was synthesized by IDT DNA company and
further cloned in the pPS3.1 plasmid.
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Plasmids Constructions

Plasmids pTZ57-Motifl, pTZ57-Motif2 and pTZ57-Motif3. The pTZ57-7nlibrary vector provided by
CasZyme (Gasiunas et al. 2020) was used as PCR template. Primers D17/D20, D18/D20 and D19/D20
and the Q5 High-Fidelity DNA Polymerase kit (NEB, M0491) were respectively used to amplify linear
DNA fragment for pTZ57-Motifl, pTZ57-Motif2 and pTZ57-Motif3. PCR products were submitted to
restriction with the Dpnl enzyme (NEB, R0176S) following the manufacturer’s protocol. Both products
were purified using GFX™ PCR DNA or Gel Band Purification Kit (GE-healthcare). The NEBuilder HiFi
DNA Assembly Cloning Kit (NEB, E5520S) was used to assemble the fragments into the pTZ57-Motif1,
pTZ57-Motif2 and pTZ57-Motif3 plasmids. Two pL of the assembly was transformed into E. coli NEB 5-
alpha (NEB, C2987H). Transformants were screened after DNA minipreps using NucleoSpin Plasmid kit
(Macherey-nagel, 740588.50) and enzymatic digestion. Sanger sequencing was performed for final
verification.

Plasmids pET28-MgalS6Cas9 and pET28-sgRNA. The pET28-MgalCA06-Cas9 vector derived provided
by CasZyme (Gasiunas et al. 2020) was used as PCR template. Primers B7/B8, A3/A4, A1/A2 B5/B6 the
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase kit (NEB, M0491) were respectively used to amplify MgalS6Cas9,
sgRNA and backbone fragments. Cloning was performed using the same procedure as for pTZ57-Motifl
(see above) and resulted in the plasmids pET28-MgalS6Cas9 and pET28-sgRNA.

Plasmids pMGAL, pMGAL-Spacer-DR, pMGAL-Spacer-S6-1, pMGAL-Spacer-S6-2, pMGAL-Spacer-
CA06-3, pMGAL-Spacer-CA06-4. The backbone shuttle vector pSRT2 was used. The origin of replication
of M. gallisepticum has been identified by (Lee, Browning, and Markham 2008) as the area between
MGA_0618 and MGA_0619. Primers E21/E22 were used and the Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
(M0491) kit to amplify the desired region. PCR product and pSRT2 vector were digested with the BamHI
enzyme, following the suggested protocol. Both products were ligated following the T4 Ligase of
Promega’s protocol thus creating the pMGAL plasmid. The construction was completed with an
introduction through an Xmal digestion and Ligation of annealed Primers E23/E24 carrying the third
spacer sequence from the Mgal S6 CRISPR locus. Primers E25/E26, E27/E28, E29/E30, E31/E32,
E33/E34 and the Q5 High-Fidelity DNA Polymerase kit (NEB, M0491) were respectively used to change
nucleotide sequence after target sequence and insert desired PAM sequence to construct pMGAL-
Spacer-DR, pMGAL-Spacer-S6-1, pMGAL-Spacer-S6-2, pMGAL-Spacer-CA06-3, pMGAL-Spacer-CA06-4.
PCR products were submitted to restriction with the Dpnl enzyme (NEB, R0176S) following the
manufacturer’s protocol. Both products were purified using GFX™ PCR DNA or Gel Band Purification
Kit (GE-healthcare). The NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (NEB, E5520S) was used to assemble
the fragments into pMGAL-Spacer-DR, pMGAL-Spacer-S6-1, pMGAL-Spacer-S6-2, pMGAL-Spacer-
CA06-3, pMGAL-Spacer-CA06-4. Two pL of the assembly was transformed into E. coli NEB 5-alpha (NEB,
C2987H). Transformants were screened after DNA minipreps using NucleoSpin Plasmid kit (Macherey-
nagel, 740588.50) and enzymatic digestion. Sanger sequencing was performed for final verification.
Plasmid pTil.0. The pMGAL vector was used as vector for pTI1.0. pSpi and sgRNA sequence were
respectively amplified from pMYCO1 and XXXx by PCR using the Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
(M0491) kit and primers G41/G42, G43/G44. pMGAL and sgRNA cassette were digested with the EcoRI-
HF enzyme (NEB, R3101S), following the suggested protocol. Digested pMGAL was dephosphorylated
by Antartic Phosphatase kit (NEB M0289S) 2 h at 37°C. After purification using GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare, 28-9034-70), ligation was performed over night at 4°C using T4
DNA ligase (Promega M1801). Two pL of the assembly mixture were transformed into E. coli NEB 5-
alpha (NEB, C2987H). Transformants were screened after DNA minipreps using NucleoSpin Plasmid kit
(Macherey-nagel, 740588.50) and enzymatic digestion. Sanger sequencing was performed for final
verification of pTI1.0 plasmid.

Plasmid pMYCO1_sgRNA. pSpi and sgRNA sequence were respectively amplified from pMYCO1 and
XXXx by PCR using the Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M0491) kit and primers F35/F36, F37/F38.
Overlap PCR were achieved between the two fragments using primers F35/F38. pMYCO1 and sgRNA
cassette were digested with the EcoRI-HF enzyme (NEB, R3101S), following the suggested protocol.
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Cloning was performed using the same procedure as for pTI1.0 (see above) and resulted in
pMYCO1_sgRNA.

Plasmid pTi2.0. The pTI1.0 vector was used as vector for pTI2.0. MgCas9 sequence were amplified
using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M0491) kit with primers H45/H46. MgCas9 sequence and
pTI1.0 were digested with the Dralll-HF (NEB), following the suggested protocol. Digested pTI1.0 was
dephosphorylated by Antartic Phosphatase kit (NEB M0289S) 2h at 37°C. Cloning was performed using
the same procedure as for pTI1.0 (see above) and resulted in pTI2.0 plasmid.

Plasmids pTi2.1 and pTI2.3. The pTI2.0 vector was used as vector for pTI2.1 and pTI2.3. The oriC from
the genomes of M. mycoides subsp. capricolum and M. pulmonis were amplified respectively from
pMYCO1 and pMPO1 plasmids (Lartigue et al. 2003) using primers 146/147, 148/149 and Q5® High-
Fidelity DNA Polymerase (M0491) kit. OriC fragments and pTI2.0 were digested with the BamHI and
Nsil enzyme (NEB R3136S and R3127S), following the suggested protocol. Digested pTI2.0 was
dephosphorylated by Antartic Phosphatase kit (NEB M0289S) 2h at 37°C. Cloning was performed using
the same procedure as for pTI1.0 (see above) and resulted in pTI2.1 and pTI2.3.

In all constructed that needed target sequence, 20 nucleotides targets were added using the same
process. Targets were design as oligonucleotides R and F and are described in Table S1. 10 uL of each
primer (100 uM) were heated with 2 pL of Adv2 polymerase buffer (TAKARA, 639232) at 95°C during 5
min and cooled down slowly (-0,1°C/sec) to room temperature. Plasmids were digested with BseRI
(NEB, RO581S) 2 h at 37°C and after purification, targets sequences and plasmids were ligated with T4
DNA ligase (Promega) over night at 4°C. Transformation of 2 uL of ligation mix was performed in
NEB 5a competent E. coli (NEB, C2987H). Colonies were screened by miniprep, restriction enzyme
digestion and target sequence verified by sanger sequencing (Genewiz).

PAM library validation

The 7N degenerated PAM plasmid library was provided by Dr. Gasiunas from CasZyme (Gasiunas et al.
2020). Randomness of the 7 positions of the randomized PAM was validated as described in (Karvelis
et al. 2019). Briefly, triplicate of short PCR of 15 cycles were performed on 2.5 ng of pTZ57-7nlibrary
using Phusion High-Fidelity DNA Polymerase kit (ThermoFisher, D-530XL) and primers C9/C10. After
purification of triplicate pooled product using GeneJET PCR Purification Kit (ThermoFisher, KO701) new
step of short PCR of 10 cycles was performed in triplicates using primers C11/C12 and pooled again.
PCR products from 3 replicates were sequenced on an lllumina MiSeq V2 (2x150 bp). Datasets
treatment was achieved using the tools available at https://usegalaxy.eu/. After trimming with
Trimmomatic (Galaxy Version 0.36.5, average quality required: Q20) and quality check, the 3 datasets
included 1.1 to 1.3 M of paired reads. For each dataset, reads R1 and R2 were merged using FLASH
(Galaxy Version 1.2.11.4, Minimum overlap: 50, Maximum overlap: 65, Maximum mismatch density:
0.25) and filtered to perfectly match the expected sequence
CGGCGACGTTGGGTCAACTNNNNNNNTGTCCTCTTCCTCTTTAGCGTTTA. Sequence logos were generated with the
Sequence Logo software (Galaxy Version 3.5.0) and frequency matrices were calculated for each of the
7 randomized positions. The average frequency of each represented PAM was calculated (Figure S2)
and a normalization factor N was calculated as the ratio between the average observed frequency and
the theoretical frequency (1/16384).

In vitro cleavage of the PAM degenerated plasmid library

The assay was performed as described in (Karvelis et al. 2019). Cleavage assays using MgCas9 S6 and
CAO06 were performed on 1 pug of 7N Degenerated plasmid library. The complete digestion reactions
were incubated with 2.5 U of DreamTaq DNA polymerase (5u/uL Thermo Fisher Scientific) and 0.5 pL
of 10 mM dATP for an additional 30 min. at 72 °C. DNA were purified with GenelET PCR Purification
Kit. Two oligonucleotides adapters C13/C14 were annealed in primer annealing buffer (10 mM Tris-
HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7.5) during 95°C for 5min and cooling temperature until
25°C. 100 ng of the resulting adapter was ligated to an equal concentration of the purified 3’ dA
overhanging cleavage products for 1 h at 22°C in a 25 pL reaction volume in ligation buffer (40 mM
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Tris—HCI pH 7.8 at 25°C, 10 mM MgCI2, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP, 5 % (w/v) PEG 4000, and 0.5 U T4
Ligase; Thermo Fisher Scientific). Using 10 pL of ligation reaction mixtures as a template and primers
C13/C16, PCR were performed with Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)
for 15 cycles amplification in 100 uL total volume. Purification using GenelET PCR Purification Kit and
a second PCR using primer C11/C15 were performed.

For each MgCas9, 3 independent cleavage assays were performed. After capture of cleaved molecules
by adapter ligation and PCR amplification, products were submitted to deep sequencing and datasets
were analyzed as previously. Distributions of average PAM frequencies after cleavage by CA06 and S6
MgCas9 were calculated and the top 1000 more frequent PAM sequences (~ top 10%) were selected
for further analyses to reduce the impact of background noise generated by rare or non-specific
cleavage by the IVT mixture. Normalized frequencies were calculated as the ratio between the average
observed frequencies after cleavage and the corresponding normalization factor N. PAM frequency
matrices and sequence logos were then generated as previously.

In vitro cleavage of specific plasmids

Codon optimized sequence of MgCas9 strain CA06 under the T7 promotor and T7 terminator was
provide by Dr. Gasiunas from CasZyme (Gasiunas et al. 2020). The pET28_MgalS6Cas9 plasmid with
codon-optimized sequence of MgCas9 strain S6 was constructed in the lab. A PCR was performed using
Advantage HF 2 PCR Kit (Takara, 639123) to produce linear matrice containing sgRNA from pET28-
sgRNA plasmid. Cas9 was produced using PURExpress bacterial IVT kit (New England Biolabs). 0,5 pg
of MgCas9 plasmid and a 100-fold molar excess of sgRNA linear template was added to the IVT reaction
mix. 1 pL of RiboLock RNase Inhibitor (40 U; Thermo Fisher Scientific) were added in the IVT reaction
mix. After 4 h of incubation, reaction was stopped by fast cooling on ice. 5 pL of the resulting Cas9-
sgRNA ribonucleoprotein (RNP) complex were then combined with 1 pg of plasmid containing target
in a 100 pl reaction buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5 at 37°C, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT).
After one hour of clivage, DNA were purified using GFX™ PCR DNA or Gel Band Purification Kit (GE-
healthcare). Results were observed using Gel electrophoresis.

Bacterial strains, culture conditions

Mgal S6 (Tax ID: 1006581 ) was cultured in Hayflick (Freundt 1983) modified medium under a 5 % CO;
atmosphere. Tetracycline 5 pg/mL was used in selective conditions. M. capricolum subsp. capricolum
(Tax ID: 40479) and M. mycoides subsp. mycoides (Tax ID: 2103) were cultured in SP5 medium
(Labroussaa et al. 2016). Tetracycline 5 ug/mL was used in selective conditions. M. pulmonis UATP (Tax
ID: 2107) was cultured in Hayflick medium (Freundt 1983), Tetracycline 5 ug/mL was used in selective
conditions. Mgal S6 strain with a modified Pl domain of MgCas9 was obtained as described in (Ipoutcha
2021, submitted to ACS Synthetic Biology).

Transformation of Mgal

Magal cells were grown for 36 h before transformation. At pH 6.2 to 6.5, aliquots of 10 mL were
centrifuged during 15 min at 6,000 x g, 10°C. Cells were then resuspended with 5 mL of HBSS 1X wash
buffer (ThermoFisher, 14065056) and centrifuged 15 min at 6000 x g, 10°C. The pellet was resuspended
in 250 pL of CaCl; 0.1 M and incubated for 30 min on ice. Cold CaCl,-incubated cells were gently mixed
with plasmid DNA (10 pg) and 10 ug of yeast tRNA (ThermoFisher, AM7119). Then, 2 mL of 40 %
polyethylene glycol 6000 (PEG) (Sigma, 11130) dissolved in HBSS 1X buffer were added to the cells.
After 2 min of incubation at room temperature, contact with the PEG was stopped by addition of 20
ml of HBSS 1X wash buffer. Mixture was centrifuged 15 min at 6,000 x g, 10°C and the cells were
resuspended in 1 mL of modified Hayflick medium pre-warmed at 37°C. After 2 hours of incubation at
37°C, cells were plated on Hayflick selective plates. After 10-15 days at 37°C with 5 % CO,, colonies
were counted, picked and re-suspended in 1 mL of Hayflick for three passages (one passage ~48 h).

Transformation of M. capricolum subsp. capricolum
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Culture of M. capricolum subsp. capricolum were grown in SOB+ medium (ph=7,5) at 30°C. At pH 6,2 —
6,4, 6 mL of culture was centrifuged during 15 min at 5,800 x g, 10°C. Cells were then resuspended in
3 mL of wash buffer (Tris 10 mM - NaCl 250 mM, pH=6,5). After centrifugation 15min at 5,800 x g, 10°C,
the pellet was resuspended in 200 pL of anhydrous CaCl, 0,1 M and incubated 30 min in ice. The mix
was transferred in a tube containing 400 pL of SP5 without serum and 10 pg of plasmid. Then the same
volume of 2X Fusion Buffer (Tris-HCL 20 mM, MgCI2-6H20 20 mM; Nacl 500 mM; PEG 6000 (FLUKA)
10%) was added and incubated 90 min at 30°C. After incubation, 5mL of SP5 medium was added and
the pellet was resuspended in 500 pL of SP5 medium after a centrifugation 15 min at 5,800 x g, 10°C.
Finally, cells were plated on SP5 selective plates. After 3-10 days at 37°C, colonies were counted, picked
and re-suspended in 1 mL of SP5 for three passages (one passage ~24 h).

Transformation of Mycoplasma mycoides subsp. mycoides T1/44

M. mycoides subsp. mycoides was grown in SP5 medium until pH=7. 4mL was centrifuged during 15
min at 5,800 x g, 10°C. Cells were then resuspended in 2mL of ST buffer (Tris 10 mM, Sucrose 0,5 M,
pH=6,5) and centrifuged again 15 min at 5,800 x g, 10°C. Cells were resuspended in 250 pL of CaCl2 0,1
M and incubated 30 min in ice. 10 pg of yeast tRNA and 10 pg of plasmids were transferred in cells
mixture and 2mL of PEG 8000 70 % dissolved in ST buffer was added. After 2 min of incubation,
centrifugation was achieved 15 min at 12,000 x g, 10°C. Cell pellet was resuspended in 500 pL of warm
SP5 and after 2 h of incubation at 37°C. Finally, cells were plated on SP5 selective plates. After 3-10
days at 37°C, colonies were counted, picked and re-suspended in 1 mL of SP5 for three passages (one
passage ~24 h).

Transformation of M. pulmonis

M. pulmonis was grown in hayflick medium until pH=6,80. 3 mL was centrifuged during 10 min at 10,
000 x g, 10°C. The pellet was resuspended in 2 mL of PBS 1X buffer (NaCl 13,7 mM, KCl 0,27 mM,
KH.PO,4 0,15 mM, Na;HPO, 12H,0 8 mM, pH=7,3) and centrifuged again 10 min at 10, 000 x g, 10°C.
Cells were resuspended in 250 pL of PBS 1X. 10 pg of yeast tRNA and 10 pg of plasmids were transferred
in cells mixture and 2 mL of PEG 40 % dissolved in PBS 1X was added. After 2min of incubation,
centrifugation was achieved 12 min at 12, 000 x g, 10°C. Cell pellet was resuspended in 300 pL of warm
hayflick and after 3 h of incubation at 37 °C, cells were plated on hayflick selective plates. After 10-15
days at 37 °C with 5 % CO,, colonies were counted, picked and re-suspended in 1 mL of Hayflick for
three passages (one passage ~48 h).

Construction of M. capricolum subsp. capricolum strain expressing MgCas9

M. capricolum subsp. capricolum strain expressing MgCas9 from an expression cassette introduced in
the genome was constructed using synthetic biologic approach (Lartigue et al. 2009). M. capricolum
subsp. capricolum genome was modified in yeast to introduce the MgalCas9 expression cassette and
back-transplanted in mycoplasma cells to obtained a mutant strain expressing MgCas9.

Colony analysis

PCR screening was performed on all transformants using Advantage HF 2 PCR Kit (Takara, 639123). List
of all primers used are detailed in Table S1.
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3. Article en finalisation pour soumission a CRISPR journal

Lors du développement des plasmides all-in-one, des tentatives d’utilisation de ce
systeme CRISPR de mycoplasme pour de la mutagénese directe par recombinaison
homologue ont été réalisées en présence de matrice de recombinaison. Les premiers
essais n’ayant pas été concluants, nous avons essayé de controler dans le temps
I'expression de MgCas9 par le promoteur inductible a la tétracycline pxyl-tetO2
précédemment développé au laboratoire chez M. agalactiae et S. citri (Breton et al., 2010).
L’idée était d’induire le clivage aprés quelques passages pour laisser plus de temps a la
bactérie de réaliser la recombinaison homologue sur le site visé. Cette approche n’a pas
permis d’obtenir de colonies vivantes avec un sgRNA ciblant le génome. Ceci est
probablement dii a une importante fuite du promoteur, comme cela a été observé chez

Mmm (chapitre 4), une espéce tres proche de Mcap.

Des essais in vitro de production et purification de la protéine Cas9 de Mgal S6 ont été
réalisés avec I'aide de Laure Bataille, ancienne ingénieure au laboratoire. L’enjeu initial
était la mise en place d'un test de clivage in vitro afin de tester la dégénérescence de la

PAM par exemple. Il aurait également été envisageable par la suite de regarder la
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structure cristalline de cette derniére et possiblement de la comparer a celle de la souche
CA06. Malheureusement, la protéine dotée d’une étiquette STREP-tag et n’a pu étre
correctement produite chez E. coli, les profils de chromatographie d’exclusion suggérant
que la protéine soit agrégée. Une production directe dans un mycoplasme (Mcap) a été
tentée, mais le méme résultat a été obtenu. En augmentant la concentration d’agent
réducteur, ces agrégats ont semblé moins importants, soulignant alors la possibilité que
des ponts disulfures pourraient s’étre formés entre protéines. La publication montrant
l'utilisation des systemes IVT (« In vitro translation ») avec un protocole optimisé pour la
production d’'une Cas9 de Mgal fonctionnelle a entrainé I'abandon de la stratégie de

production d’'une protéine recombinante (Gasiunas et al., 2020).

L’utilisation directe de MgCas9 pour la mutagénese chez les mycoplasmes se révélant
impossible a mettre en place, nous avons imaginé utiliser une version inactivée de MgCas9
pour faire de l'interférence, comme cela avait été fait pour d’autres bactéries. Les sites
catalytiques de SpyoCas9 et SauCas9 étant conservés chez MgCas9, nous avons inactivé
les deux acides aminés responsables des activités nucléases, HNH et RuvC. Cette « dead
MgCas9 » a ensuite été testée pour controler 'expression du gene glpO chez Mcap. Des
colonies ont pu étre obtenues apreés transformation avec un plasmide « all-in-one »
exprimant la dead MgCas9 et un sgRNA ciblant le gene glpO, démontrant la non toxicité
de la protéine mutée. Nous avons testé 7 sgRNA différents dans cette série d’expériences,
afin de maximiser nos chances d’éteindre I'expression du géne glp0O. Malheureusement,
que ce soit par mesure du niveau d’expression de glpO par RT-qPCR, ou par un test
quantitatif de la production d’H202 au cours du temps, aucune différence significative n’a
pu étre observée aprés quelques essais. Il faut noter que les sgRNA dessinés a I'époque
correspondaient a des séquences PAM obtenues par analyses bio-informatique
préalablement a mon arrivée au laboratoire (NNNAAAA). Méme si certaines des
séquences PAM utilisées pour ces 7 guides ont été retrouvées par la suite dans la liste
exhaustive des PAM fonctionnelles in vitro, elles ne font pas partie des séquences PAM
préférentiellement utilisées in vitro par MgCas9 de S6, et pourraient étre qualifiées de
PAM non canoniques (Yamano et al, 2017). Ces PAM non canoniques ne seraient
reconnues par le systéme que grace a la « souplesse » de Cas9 et sa torsion. Il se peut que
cela ne puisse fournir une stabilité suffisante pour bloquer le complexe RNAP de la
transcription. Cet axe a également été abandonné, mais de nouveaux essais pourraient

étre envisagés avec des séquences PAM optimales.
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L’efficacité de la recombinaison homologue est faible chez les mycoplasmes et étant
donné qu’elle ne semble pas stimulée efficacement par des cassures doubles brins de
I’ADN, des solutions alternatives ont été recherchées. Nous nous sommes tout d’abord
concentrés sur les possibilités d’ingénierie de Mgal. De nombreuses études chez les
bactéries concernant I'importation de systémes hétérologues de réparations de 'ADN
couplé ou non a l'utilisation d'un systéme CRISPR ont été publiées début 2019 (Corts et
al, 2019; Tucker et al, 2019; Y. Wu et al.,, 2019; Yin et al, 2019). Un approfondissement
sur le sujet a permis d’'imaginer l'utilisation de protéines SSAPs (Single Strand Annealing
proteins) comme le systeme lambda Red ou le systéme RecET, pour apporter aux
mycoplasmes un systeme de recombinaison homologue exogene utilisable comme outil
d’'ingénierie génomique. L’objectif était alors d’identifier un systeme hétérologue de
recombinaison, fonctionnel dans Mgal, et permettant de réaliser des modifications
génétiques, avec ou sans le systeme CRISPR. Mon travail a commencé par une analyse de
la littérature ainsi que des analyses de génomique comparée pour identifier des systémes

de ce type afin de pouvoir ensuite les tester dans la bactérie.

1. Principaux résultats

Cette étude nous a permis de débloquer le verrou de la recombinaison homologue chez
Mgal. A 'aide du systéme exogéne RecET provenant du phage SPP1 de Bacillus subtilis,
nous avons montré qu’en utilisant un promoteur adapté, il était possible d’obtenir des
recombinants sur deux genes différents de Mgal. Ce systéme, bien que limité a de petits
événements de délétions, substitutions ou insertions, permet une avancée importante
dans I'étude de ce pathogéne pour lequel aucun outil de mutagénése ciblée n’était
disponible. Il ouvre aussi la voie au développement de stratégies similaires pour

I'ingénierie de nombreuses especes de mollicutes.
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2. Article soumis a ACS Synthetic Biology (27/10/2021, en cours de révision)
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recombination systems

Authors: Thomas IPOUTCHA'?, Géraldine GOURGUESY?, Carole LARTIGUEY?, Alain BLANCHARD? *,
Pascal SIRAND-PUGNET®2 $ *

1 INRAE, UMR 1332 de Biologie du Fruit et Pathologie, F-33140 Villenave d’Ornon, France
2Univ. Bordeaux, UMR 1332 de Biologie du Fruit et Pathologie, F-33140 Villenave d’Ornon,
*Corresponding author: Pascal Sirand-Pugnet, pascal.sirand-pugnet@inrae.fr

S both authors contributed equally to the work

ABSTRACT:

Mycoplasma gallisepticum (Mgal) is an
important pathogen affecting not only poultry
but also wild birds (North American house
finches) since a characterized jump of host
that occurred in 1994. The molecular
determinants of Mgal virulence and host
specificity are still largely unknown, mostly
due to the lack of efficient methods for Fiacpmbimyriar: remplany
functional genomics. After evaluating two
exogenous recombination systems derived
from phages found in the phylogenetically-related Spiroplasma phoeniceum and the more distant
Bacillus subtilis, the RecET-like system from the latter was successfully used for gene inactivation and
targeted replacement in Mgal. A limit of this system was reached when target sites increased. The
additional Cre-lox recombination system was used for a second-step removal of the antibiotic
resistance marker in recombinant mutants. This study therefore describes the first genetic tool for
targeted genome engineering of Mgal and demonstrates the efficacy of heterologous recombination
systems in minimal bacteria.

A

INTRODUCTION :

Mycoplasmas are minimal bacteria belonging to the class Mollicutes. They share a common ancestor
with Gram-positive bacteria and their evolution was marked by a drastic reduction of genome size, but
also horizontal gene transfers and exposure to various mobile genetic elements'. Many mycoplasmas
are pathogenic and responsible for diseases in humans as well as in wild and domesticated animals**>,
Mycoplasma gallisepticum (Mgal) is a major pathogen in poultry with a wide variety of clinical
manifestations and a worldwide distribution®. In the US, its economic annual impact on the meat and
egg productions is estimated around $780 million and $150 million, respectively’®. Mgal also emerged
in 1994 in a new host with an alarming jump that was traced back from domestic poultry into North
American house finches (Haemorhous mexicanus)®*°. Over the years, the resulting and still ongoing
epidemics massively impacted the new host population while spreading all over North America'?,
The control of Mgal in the poultry industry includes methods of prophylaxis, antibiotics treatments
and vaccines. In a general context of increasing antibiotic resistance®® and relative lack of efficacy of
vaccines'*?®, there is a need for a better understanding of Mgal virulence basis and for developing
improved vaccines!*. The lack of genome engineering tools available for Mgal has largely hampered its
study. Indeed, as for the vast majority of mycoplasma species, the extremely low efficacy of
homologous recombination in Mgal prevents its use in experimental genetic approaches. Only few
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studies confirm the rare occurrence of recombination events® similarly to what was observed in other
mycoplasmas!’~*°. Moreover, genome engineering methods relying on mycoplasma genome cloning
and editing in yeast before back genome transplantation into a suitable recipient cell are only available
for ruminant mycoplasmas from the mycoides cluster?®>?2, and only a limited set of genetic tools is
currently available for Mgal, including transposons (integrative)?*=2° and oriC plasmids (replicative)?®.
With these tools, only random mutagenesis and complementation assays are currently possible,
highlighting the need for more precise and efficient tools for studying Mgal. Phage-encoded ssDNA
annealing proteins (SSAPs) constitute the basis for a new generation of powerful tools for genome
engineering especially attractive for bacteria lacking an efficient endogenous homologous
recombination machinery. Most well-characterized SSAPs have been known since the 1990’ including
the lambda red system (Gam, Exo et Beta) or the RecET system from the Rac prophage of Escherichia
coli*®. RecT and Redp are phylogenetically related and belong to a large family of DNA recombination
proteins?’. They have been used as single strand DNA (ssDNA) oligonucleotide recombineering system
to modify bacterial genomes but also for double strand DNA (dsDNA) recombineering when combined
with an exonuclease (RecE or Exo) that is usually encoded in close proximity in the phage genome?-®,
Recombination based on phage-derived ssDNA-recombinase is independent of the host machinery but
its efficacy depends on the phylogenetic distance between the native host of the phage and the
targeted bacteria®®. The RecT-like system Gp35 recombinase from Bacillus subtilis (Bsu) phage SPP1
was used as an oligonucleotide recombineering system in Bsu and E. coli and more recently in the
human pathogen Mpycoplasma pneumoniae®. This Bsu system is also functional for dsDNA
recombination in Bsu using Gp34.1 as an exonuclease partner to Gp35%%,

In the present study, we have developed a toolbox for genome engineering in Mgal. The main tool is
based on the Gp34.1-Gp35 system from the Bsu phage SPP1 (called BsuRecET-like hereafter) and was
successfully used for targeted recombination in Mgal. We optimized the system and explore some of
its limits. We also demonstrated the functionality of the Cre-lox system in Mgal to eliminate the
residual antibiotic resistance marker.

RESULTS and DISCUSSION:

Selection of RecET-like systems suitable for genome engineering in Mgal

Two phage-derived ssDNA-recombinases were evaluated for Mgal genome engineering. The first one
has already been described in M. pneumoniae®, but using only the ssDNA recombinase (Gp35) from
the BsuRecET-like system. Here, we used the two components of the BsuRecET-like system (Gp35 and
Gp34.1) for our first attempts in Mgal. In addition, in order to evaluate a system that would be
phylogenetically closer to Mgal, we extended the search for RecT-like systems in Mollicutes genomes,
building upon previously published results. Using blastp search with previously described RecT
protein sequences from four different bacteria?®° used as queries, RecT-like proteins encoding genes
were detected in the genome of some Spiroplasma species: Spiroplasma phoeniceum p40, Spiroplasma
kunkelii CR2-3x, Spiroplasma citri R8A2 and Spiroplasma poulsonii. Multiple copies of two different
recT genes were identified within two families of prophage-like elements of 22 kbp and 32 kbp found
in the genome of S. phoeniceum p40 (Spho) (Figure S1A). Two copies of the 22 kbp and three copies of
the 32 kbp element were observed in the Spho genome. As no RecE-like encoding gene was predicted
within the 22 kbp region, further analyses were restricted to the 32 kbp element. Within this later, in
the vicinity of the RecT-like encoding gene (SDAV_001194, Figure S1B), some other genes were
predicted to encode an exonuclease (SDAV_001191), a single strand DNA binding protein
(SDAV_001192), and a hypothetical protein of unknown function (SDAV_001193). Comparing this
putative system with the BsuRecET-like system, amino acid identities of only 30% and 15% were
calculated among recombinases and exonucleases, respectively, indicating the evolutionary distance
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between the two systems (Figure 1A). The genes encoding the predicted RecET-like systems in Bsu and
Spho were selected for cloning into a transposon-based vector (Figure 1B).
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Figure 1. Predicted RecET-like locus in Spho genome and plasmid derived for genome engineering
of Mgal. A- Alignment of the Spho and of the Bsu phage SPP1 loci encoding RecET-like systems (CAA66538.1;
CAA66543.1). Significant local similarity percentages are indicated. B- Schematic of plasmid Mini backbone expressing
RecET-like systems. Genes encoding RecT-like and RecE-like proteins from Bsu or Spho systems were each cloned between
pSynMyco/p438 promoters (arrow) and the fibril terminator (Fib Term) from S. citri. Expression of the puromycin N-
acetyltransferase (pac) confers puromycin resistance to Mgal transformants. All these components were cloned between
two inverted repeats (IR) used by the transposase from Tn4001 transposon for integration into the genome of Mgal.

Production of M. gallisepticum strains expressing RecET-like systems from S. phoeniceum and B.
subtilis.

Two sets of plasmids encoding the codon-optimized Spho and Bsu RecET-like systems were constructed
(see Materials & Methods). The different plasmids differ in the use of promoters driving the expression
of recE, recT and puroR genes. In the first set (Mini_SynMyco_RecETBsu and
Mini_SynMyco_RecETSpho plasmids), the recET and puroR genes are under the control of the strong
pSynMyco promoter 3 and the weak p438 promoter from Mycoplasma genitalium® (unpublished
work), respectively (SI-1, SI-2). In the second set of plasmids, the respective promoters for the reck,
recT and puroR genes were exchanged compared to the first set (Figure 1B), resulting in the
Mini_p438_RecETBsu and Mini_p438_RecETSpho plasmids. Following first Mgal transformation
assays, puromycin-resistant clones were only obtained with plasmids harboring the recET-like genes
under the weak p438 promoter: 470 and 1,290 transformants were obtained with the plasmids
encoding the Bsu and Spho RecET-like systems, respectively. This result suggested that the strong
expression of RecET-like systems was toxic for Mgal cell. Alternatively, lack of transformants might
result from a low expression level of the antibiotic resistance marker. However, given that the p438
promoter is functional in Mgal (unpublished data), this second hypothesis seems to us less plausible.
Finally, five transformants were randomly selected for each plasmid and further characterized by single
primer PCR and sequencing to determine the insertion sites of the transposon (Figure S2). Among
these, two Mgal transformants were selected: clone 3 (with Bsu system) and clone 6 (with Spho
system) (Figure S2B), with integration sites distant from mobile elements or repeated sequences to
ensure the genomic stability of the mutant clones.

Evaluation of the Bsu and Spho RecET-like systems for producing small deletions in Mgal genome

We first evaluated the two selected Mgal clones harboring the Bsu/Spho RecET-like expression
cassettes for producing targeted small deletions in the genome. The targeted site was located at the
3’-end of gene GCW_RS03665, that is part of a cluster of genes predicted to encode the mycoplasma-
specific F1-likeX0 ATPase (Figure 2A). The target was selected as previous results from our laboratory
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has indicated that this gene is not essential in mycoplasmas®. Plasmid recombination templates
containing the chloramphenicol acetyl transferase (cat) gene flanked by 1 kbp homologous arms from
each side of the target site (pTempCAT) were produced (Figure 2A). Four different recombination
template forms were evaluated as substrates for RecET-like mediated recombination: linear or circular
double stranded DNAs, and linear or circular single stranded DNAs. Wild type and the two RecET-like
recombinant Mgal strains were transformed using 20 pg of recombination template DNA, and
transformants were selected on chloramphenicol plates. No colonies were observed with the control
wild type strain and the strain expressing Spho system but 18 transformants were obtained when using
Magal strain expressing the BsuRecET-like system. All transformants were picked (1, 4, 1, 12 clones
using ds linear, ds circular, ss linear and ss circular templates, respectively) and grown in liquid media
in the presence of chloramphenicol for further PCR screening of recombination events (Figure 2B). The
expected recombination profile was observed in 4 clones resulting from transformation with ss linear
(1 clone), ds circular (1 clone) and ss circular (2 clones) templates. Fourteen other transformants
presented two-bands profiles typical of the recombinant and the wild type loci. Such profiles could
result from a mixed population of mycoplasma cells within the same colony. However, the same
profiles were observed after three filter-cloning steps, suggesting single recombination or non-
homologous recombination events. From these first experiments, we concluded that only the
BsuRecET-like was efficient enough to promote a small deletion (107 bp) and the insertion of a
selection marker (660 bp) at this Mgal genome locus. This imported recombination system was
selected for further experimental studies.
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Figure 2. Targeted small deletion in Mgal genome using the BsuRecET-like system. A- Schematic of the
targeted region in Mgal genome and the pTempCAT and pTempTET suicide plasmids harboring recombination cassettes
containing chloramphenicol acetyl transferase (CAT) or tetracycline resistance markers (tet(M)) flanked by 1 kbp
homologous arms for recombination. Primers G55 and G56 were used to screen recombination events by PCR amplification
with expected products that differed in size: WT DNA (340 bp) or recombinant DNA (1,024 or 2,675 bp). B- Example of
colony screening using this scheme. Clones 2, 3, 4 and 6 showed recombinant profiles while mixed profiles were observed
for other clones. C- Example of colony screening using Tet template. Only mixed profiles were observed. D and E- Results
of three assays of recombination on locus GCW_RS03665 using CAT or Tet templates in blue and yellow, respectively. Four
template forms (Double stranded (ds)-linear, ds-circular, single stranded (ss)-linear and ss-circular were evaluated. Left
graph (D) corresponds to all transformants obtained and the right one (E) corresponds to the number of isolated clones
with a pure recombinant profile.

In order to compare the effectiveness of the BsuRecET-like system using the four conformations of the
template DNA, the experiment was repeated three times. In the same experiment, we also compared
two resistance markers: cat (pTempCAT plasmid) and tet(M) (pTempTET plasmid) (Figure 2). Only 0 to
7 transformants were obtained for most recombination template forms, with the exception of the
single stranded circular pTempCAT plasmid that led to 13 transformants in one assay (Figure 2D). After
screening of recombinants, the expected profile was observed with both ds and ss circular pTempCAT
as a template but not with pTempTET (Figure 2C). In addition to the impact of the form of DNA
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template used for recombination, this experiment also shows the importance of choosing the most
efficient selection marker (cat in this case). Finally, whole genome sequencing of a recombinant clone
indicated that there was no major change in the genome structure, with only 4 small indels and no SNP
variants (Table S3). We then concluded that the BsuRecET-like system is functional in Mgal and can be
used to generate precise deletions.

Determination of the optimal amount of template DNA for gene replacement in Mgal using the
BsuRecET-like system

Next, we optimized the amount of template DNA to be used for efficient targeted recombination. We
selected another target and designed a recombination template for the precise replacement of a
protein domain. More specifically, we chose to replace the PAM-Interacting (PI) domain of the Cas9
protein encoded in the CRISPR locus of the Mgal S6 strain by the PI domain of the Cas9 from Mgal
strain CA06 (Figure 3A). As previously, a new recombination template pTempPI including the cat
marker was built and transformation of Mgal cells was conducted using 20 ug of ss circular template.
Out of 30 transformants, 20 clones presented a typical recombinant profile characterized by PCR
products of 2,023 bp instead of 1,167 bp in the wild type (Figure 3B). One clone was verified by Sanger
sequencing of the PCR product, confirming the precise exchange of Pl domain in cas9 gene. In order to
determine the transformation efficiency, the assay was repeated three times with variable amounts of
recombination template (5, 10, 20 and 50 pg). Analyses of 2 to 10 transformants per replicate per
condition showed a total of 91 single-band profile recombinants out of 102 analyzed transformants.
These results confirmed the efficacy of the BsuRecET-like system for targeted genetic exchanges in
Mgal and indicated better results with increasing amounts of template DNA (Figure 3C). We concluded
that the BsuRecET-like system is more efficient when using large amounts (20 to 50 pg) of
recombination template.
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Figure 3. Accurate replacement of a protein domain and impact of recombination template

amount. A- Schematic representation of the targeted gene region. The Pl domain in Cas9-encoding gene is represented
by a red arrow. The pTempPI is the template DNA that allows the Pl domain replacement of S6 sequence by CA06 sequence
and is composed by a 516 bp fragment encoding the Pl domain of CA06 Cas9 and the CAT marker (755 bp) flanked by 1 kbp
homologous arms from S6 strain genome. Primers H57 and H58 are represented in purple and allows to differentiate
recombinants from wt strains by amplifying DNA fragments of 2,023 bp or 1,167 bp for strains S6 and CAOQ6, respectively.
B- Screening of recombinant clones using PCR amplification of the targeted locus and gel electrophoresis. In this example,
all clones tested showed a recombinant profile. C- Evaluation of the effect of different amounts of recombination template
on the efficiency of recombination in Mgal. The recombinant template was used as ss circular DNA, with increasing
amounts of 5, 10, 20 and 50 pg. The experiment was conducted in triplicates for each template amount.
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The RecET system efficacy decreases when targeting a larger genome region

We evaluated the limit of the BsuRecET-like mediated recombination by trying to delete a larger
fragment of the Mgal genome. The deletion of the entire F1-likeX0 ATPase locus (6.6 kbp), which
contain fives genes including the previously targeted GCW_RS03665 gene was chosen for this assay
(Figure 4A-4B). A new recombination templates, pTempCAT-F1X0 was designed and built. After three
transformation assays using 50 ug ss circular template, only three transformants were obtained (Figure
4C) and all presented mixed profiles as previously observed. The combination of several passages
through a needle and filter cloning failed to isolate clones with pure recombinant profiles. The genome
sequencing of a transformant indicated that a recombination event occurred at the targeted site but
with a complete plasmid integration (Figure 4D). This result showed that the efficacy of the BsuRecET-
like system decreases when the size of the targeted genome region increases.
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Figure 4. Attempt of targeted deletion of the F1-likeX0 ATPase locus (6.6 kbp). A- Schematic
representation of the locus F1-likeXO ATPase targeted for deletion. B- Recombination templates used for
deletion containing the cat resistance marker flanked by 1 kbp homologous arms. C- Results of three
transformation assays. Few colonies were obtained and showed mixed PCR profiles. D- Genome organization
at the targeted locus in a clone with a mixed profile.

Cre recombinase is effective to remove resistance markers in Mgal genome.

In order to open the possibility of iterative genome editing steps, the Cre recombinase was evaluated
to remove antibiotic resistance markers. During the design of the previously described 107 bp deletion
in the GCW_RS03665 gene, two Lox sites (66 and 71) were included in the recombination template on
each site of the marker. The Cre recombinase is expected to promote the excision of the antibiotic
marker, leaving only a 34 bp scar consisting in the hybrid Lox66/71 site (Figures 2A and 5A). The suicide
plasmid pCre_genta***? encoding the Cre recombinase was transformed into the previously obtained
Mgal mutant clone 3 (Figure 2B) and cells were incubated in gentamycin containing liquid medium for
96 hours before plating on non-selective medium. Among thousands of colonies, 10 were randomly
picked and grown in non-selective medium. One clone (clone 3.1) out of 10 tested showed a PCR profile
indicating the loss of the antibiotic resistance marker (Figure 5B). Sanger sequencing of the locus
indicated that the Lox71/66 site was the only scar left after this additional step of genome engineering
(Figure 5B and 5C). We concluded that the Cre recombinase is effective in Mgal and can be used to
eliminate a antibiotic resistance markers in recombinant strains.
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Figure 5. Cre recombinase-mediated elimination of the resistance marker in recombinant clones.
A- Schematic result of the expected Mgal genome structure after Cre/Lox recombination. B- PCR screening
of Mgal clones after transformation with Cre expression plasmid. Clone 3.1 exhibits the expected PCR product
at 280 pb instead of 1,024 bp in the non-recombined clones. C- Sanger sequencing of the Lox 66/71 site in
clone 3.1.

Conclusion:

In this work, we developed a new genetic tool for Mgal, based on exogenous phage recombinases. As
the phylogenetic proximity between the phage recombinase and the targeted species is generally
admitted to be a factor of success, we evaluated in parallel the RecET-like systems predicted in another
Mollicutes, Spho and in the more distantly related Gram-positive bacteria, Bsu. Surprisingly, our first
attempts suggested that the Spho system was not efficient in Mgal. Further experiments with this
system showed that optimizing the recombination template could lead to transformants with mixed
PCR profiles, suggesting the system was functional but at a low efficacy. Some improvements could be
considered using different promoters or adding complementary genes to the RecET system such as the
single strand DNA binding (SSB) encoding gene predicted in the SphoRecET-like locus (Figure 1 and S1).
Indeed, SSB has recently been reported to increase editing efficacy by two or three orders of
magnitude®. By contrast with the SphoRecET-like system, the phylogenetically remote BsuRecET-like
system was successfully used to generate precise recombination events leading to short deletions (100
bp), addition of resistance marker (900 pb) and replacement of short genome regions (500 bp).
Engineering of larger genome regions will require further optimizations. Our data suggest that
increasing transformation efficiency and optimizing the expression of resistance marker cassettes may
also improve the method. Other parameters such as the length of homologous arms of the
recombination templates or the modulation of the level of expression of the RecET-like system could
also be explored. We also showed that the widely used Cre recombinase was functional in Mgal. This
additional tool is particularly interesting for complex genome engineering applications such as the
construction of bacterial chassis or vaccine strain for which antibiotic resistance marker removal is
mandatory for iterative modification rounds and in vivo usage. Even if the RecET-like system is
currently limited by the size of the recombined regions, targeted insertion of short ‘landing pads’ could
also be the first step for larger fragment replacements using the RAGE method*. In conclusion, we
developed here the very first genetic tool for targeted genome engineering in the economically
important bird pathogen Mgal. This achievement will open unprecedented possibilities for studying
genetic factors involved in virulence and adaptation to a new host. It will also pave the way for the
rational design of new candidate vaccines. Moreover, our study demonstrates that exogenous
recombination systems can be efficient in minimal bacteria as Mollicutes and suggests that the tools
developed for Mgal could be easily adapted for other mycoplasmas and related genera.
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MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains and culture

M. gallisepticum S6 (Tax ID: 1006581 ) was cultivated at 37°C in Hayflick®® modified medium, under a
5% CO, atmosphere. Tetracycline 5 pg.mL?, gentamycin 100 pg.mL?, chloramphenicol 15 pg.mL? and
puromycin 10 pg.mL ! were used in selective conditions. E. coli 5-alpha (NEB, C2987H) used for plasmid
amplification were cultivated in LB Broth (ThermoFisher: 12795027). Ampicillin 100 pg.mL? or
kanamycin 50 ug.mL™ were added in selective conditions. Detailed protocols for Mgal transformation,
transformants screening and characterization are available as SI.

DNA fragments design and synthesis

DNA sequence of BsuRecE (gp34.1) (recT) and BsuRecT (gp35) from Bacillus phage SPP1, SDAV_001191
(SphoRecE) and SDAV_001194 (SphoRecT) from S. phoeniceum putative system were codon optimized
with the Optimizer online tool (http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/) using the codon usage of Mgal
from Kazusa database (https://www.kazusa.or.jp/codon/). Promoter pSynMyco, a synthetic promoter
for mycoplasma3® and terminator Fibril from S. citri were synthetized with the codon optimized genes.
Manual modifications to avoid regions with a high AT content were performed to allow the synthesis
of the DNA fragments by Twist Bioscience.

Oligonucleotides and plasmids

All the oligonucleotides used for this study were supplied by Eurogentec and are described in Table S1.
All the plasmids constructed and used in this study are listed in Table S2. Detailed protocols for plasmid
constructions, DNA sequences of recE, recT genes and plasmids are provided as Supplementary
Information (SI-2).
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Figure S1. Putative prophage loci in S. phoeniceum p40 genome. A- Genome localization of putative
prophages, as characterized by PHASTER analyses, in the Spho genome. Orange and blue boxes indicate the localization
of the 32 kbp and 22 kbp predicted prophages. Genes encoding the RecT-like proteins are represented in red bar or purple
bar. B- Comparison of loci around recT-like encoding genes predicted in 22 kbp (top) and 32 kbp (bottom) putative
prophages families in Spho genome. Homologous genes between the two families are connected and protein similarity
percentages are indicated. Predicted functions are indicated above the mnemonic list of Spho genes from the multiple
prophage copies.
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Figure S2. Characterization of transposon integration site in Mgal genome. A- Example of
PCR profiles obtained after single primer PCR on 5 clones of Mgal B- Transposon integration sites determined after
Sanger sequencing and BLASTn against Mgal genome.

Supplementary Information

SI-1. Material and Methods

Identification of RecET-like systems in mollicutes genomes

mollicutes orthologues of RecT-like proteins from the E. coli-derived Rac system (NP_415865),
the Bacillus phage SPP1 (CAA66543.1) and Lactobacillus (WP_015474118 and WP_011101092)
were searched using BLASTp against Tenericutes database (taxid: 544448). The InterPro
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) database was also used to identify functional domains. Hits
were found in S. phoeniceum p40 (CP031088), S. poulsonii, S. kunkelii CR2-3x (CP010899.1), S. citri
R8A2 (CP013197.1) and S. melliferum AS576 (CP029202). Comparison between proteins were
made using Blastp and protein alignement in MEGA-X (Kumar et al, 2018). Phages were further
predicted in the Spiroplasma genome using PHASTER (http://phaster.ca/) (Arndtetal., 2016) and

a final prediction of putative phages and RecT-like proteins was achieved manually.

Plasmid construction

Construction of Mini_SynMyco_RecETBsu and Mini_SynMyco_RecETSpho. The Mini
transposon vector derived from Tn4001 (Clyde A. Hutchison et al, 1999) and the synthetized
fragments provided by Twist biosciences (SI-2) were used as PCR template. Primers A1/A2,
B4/B5 and B6/B7 and the Q5 High-Fidelity DNA Polymerase kit (NEB, M0491) were respectively
used to amplify the plasmid backbone with puromycin resistance and the codon optimized
sequences of recT and recE genes. PCR products were submitted to restriction with the Dpnl
enzyme (NEB, R0176S) following the manufacturer’s protocol. Both products were purified using
GFX™ PCR DNA or Gel Band Purification Kit (GE-healthcare). The NEBuilder HiFi DNA Assembly
Cloning Kit (NEB, E5520S) was used to assemble the fragments into the Mini_SynMyco_RecETBsu
plasmid. Primers A3/A2, B8/B9 and B10/B11 and the procedure used for the assembly of the
Mini_SynMyco_RecETSpho plasmid are described in Table S1. Two pL of the assembly was
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transformed into E. coli NEB 5-alpha (NEB, C2987H). Transformants were screened after DNA
minipreps using NucleoSpin Plasmid kit (Macherey-nagel, 740588.50) and enzymatic digestion.

Sanger sequencing was performed for final verification.

Construction of Mini_ p438_RecETBsu and Mini_p438_RecETSpho. In order to change the
promoters driving the expression of the Rec proteins, PCR amplifications of the recT genes were
performed using the Mini_ SynMyco_RecETBsu and Mini_SynMyco_RecETSpho plasmids as
templates and primer C14 or C18 integrating the p438 promoter in pair with primer C15 or C19.
PCR amplifications of the recE genes were performed using the Mini_ SynMyco_RecETBsu and
Mini_SynMyco_RecETSpho plasmids as templates and primer C16 or C20 integrating the p438
promoter in pair with primer C17 or C21. The backbone was PCR amplified using the primers
C12/C13 and the Mini-SynPuro plasmid as template. Cloning was performed using the
aforementioned procedure to generate the plasmids Mini_p438_RecETBsu and

Mini_p438_RecETSpho.

Construction of pTempCAT, pTempTET, pTempPI, pTempCAT-F1X0 and pTempTET-F1XO0.
Plasmids harboring the recombination templates were built using the pBlueScript II K- (Agilent,
212208) as backbone. The pBSK_loxCATlox or pBSK-_loxTetlox plasmid and the Mgal gDNA were
used as PCR templates. Primers E32/E33, E26/E27, E30/E31 and E28/E29, were respectively
used to amplify the backbone vector, the 1 kbp left recombination arms, the 1 kbp right
recombination arms and the antibiotic resistance marker. Cloning was performed using the same
procedure as for Mini_ SynMyco_RecETBsu (see above) and resulted in the pTempCAT,
pTempTET, pTempPI, pTempCAT-F1X0 and pTempTET-F1X0 recombinant plasmids.

For recombination template production, primers E26/E31, were used to amplify linear template
using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M0491). PCR products were purified using GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE-healthcare) and eluted in water. To prepare single strand
templates, DNAs resuspended in water were heated at 95°C for 15 min, and then placed

immediately on ice before transformation.

Mycoplasma gallisepticum transformation

Mgal cells were grown for 36 h before transformation. At pH 6.2 to 6.5, aliquots of 10 mL were
centrifuged during 15 min at 6,000 x g, 10°C. Cells were then resuspended with 5 mL of HBSS 1X
wash buffer (ThermoFisher, 14065056) and centrifuged 15 min at 6000 x g, 10°C. The pellet was
resuspended in 250 pL of CaCl; 0.1 M and incubated for 30 min on ice. Cold CaCl,-incubated cells
were gently mixed with plasmid DNA (10 pg) and 10 pg of yeast tRNA (ThermoFisher, AM7119).
Then, 2 mL of 40 % polyethylene glycol 6000 (PEG) (Sigma, 11130) dissolved in HBSS 1X buffer

were added to the cells. After 2 min of incubation at room temperature, contact with the PEG was
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stopped by addition of 20 ml of HBSS 1X wash buffer. Mixture was centrifuged 15 min at 6,000 x
g, 10°C and the cells were resuspended in 1 mL of modified Hayflick medium pre-warmed at 37°C.
After 2 hours of incubation at 37°C, cells were plated on Hayflick selective plates. For
recombination assays, the incubation at 37°C was extended for two additional hours. During the
Cre-Lox experiment, the suicide plasmid pCre-genta containing the Cre recombinase encoding
gene under the control of p438 promoter and a gentamycin resistance marker was used. After
transformation and incubation at 37°C during 2h, gentamycin was added along with 3 mL of fresh
Hayflick medium. After a 96h culture, cells were collected by centrifugation, resuspended in 500
uL of Hayflick medium and spread on Hayflick plates without antibiotic. After 10-15 days at 37°C
with 5 % CO», colonies were counted, picked and re-suspended in 1 mL of Hayflick for three

passages (one passage ~48h).

Localization of transposon by single primer PCR

The genome sites of inserted transposons were determined as described by Rideau et al (Rideau
etal, 2019). Briefly, DNA was extracted from 200 pL of transformant culture using genomic DNA
extraction kit (Macherey-Nagel, 740952.50). Using primer D21, D22 or D23 and Taq DNA
polymerase (NEB), single primer PCR reactions were performed (Buffer 1X, MgCl, 25 mM, primer
D21,D22 or D23 100 uM, dNTPs 10 mM, Taq 0.5 U, gDNA 2.5 puL, H0 for a total volume of 25 pL).
The PCR program includes 20 cycles (95°C for 30 s, 60°C for 30 s and 68°C for 3 min), followed by
30 cycles (95°C for 30 s, 30°C for 30s and 68°C for 2 min), 30 cycles (95°C for 30 s, 60°C for 30 s,
68°C for 2 min) and final amplification at 68°C for 7 min. Amplification products were analyzed
by electrophoresis on 1 % agarose gel and purified using GFX" PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (GE-Healthcare). After Sanger sequencing (GENEWIZ), the localization of transposons was
determined using BLASTn.

PCR screening of Mgal transformants

PCR screening was performed using the Advantage HF 2 PCR Kit (Takara, 639123). Primers used

to screen recombinants on the different targets are listed in Table S1.

Whole genome sequencing of recombinant DNA

Genomic DNA of Mgal was extracted from a 10 mL culture using the Qiagen Genomic-Tips 100/G
kit. Genome sequencing was performed by the Genome Transcriptome Facility of Bordeaux. Long
reads and short reads were produced using a GridION (Oxford Nanopore) and a MiSeq (Illumina),
respectively. For Mgal recombinant clone 3, ONT sequencing generated 31,164 reads and
[llumina 1,637, 034 read pairs. Reads were submitted to SRA (accession number PRJNA769398).
Analyses were performed on Galaxy (https://usegalaxy.eu/). Mutations were detected after

mapping on the Mgal S6 genome (CP006916.3). llumina reads were trimmed using Trimmomatic
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(V 0.38.1; Sliding Window 10, 20 ; Drop read below Minimal length 250), mapped using BWA-
MEM (V 0.7.17.1), Samtools sort (V 2.0.3), MPileup ( V 2.1.1), and variants were detected using
VarScan mpileup (V 2.4.3.1; Minimum coverage 30, Minimum supporting read 20, Minimum Base
quality 30, Minimum variant allele frequency 0,8, Minimum homozygous variants 0,75).
Mutations are showed in Table S3. Genome assembly was performed using the following steps:
Nanopore reads were filtered using Filter FASTQ (V 1.1.5, Minimum size 45000 bp), assembled
using Flye Assembly (V 2.6), polished using 4 rounds of Pilon (1.20.1) combined with Illumina
short reads. Assembled genome was compared to the Mgal S6 (CP006916.3) reference genome
using MAUVE software (Darling et al., 2004). For the Mgal (AATPase) with a mixed PCR profile,
the same procedure was used with 24,443 ONT long-reads and 1,776,420 Illumina short reads

pairs.
4. Données et discussions supplémentaires non publiées

Notre étude a montré tout I'intérét du systeme exogéne RecET pour la mutagenese dirigée
de Mgal. 11 va permettre d’étudier les relations génotype-phénotype de maniere ciblée
chez ce pathogéne majeur, comme nous avons pu le faire, par exemple, dans le chapitre 2
avec le remplacement du domaine PI de MgCas9 grace a ce systéme. Il pourrait également
étre utilisé dans d’autres espéces de mycoplasmes, mais I’efficacité étant pour le moment
limitée, il peut étre difficile de le mettre en place. Un systéme endogene, tel que celui
identifié chez les spiroplasmes cités dans I'étude, pourrait améliorer cette efficacité, mais
une étude plus approfondie serait nécessaire pour aboutir a quelque chose d’intéressant.
En effet, les essais préliminaires que nous avons réalisés avec le systeme endogéne n’ont
pas donné de résultats convaincants. Tout comme le systéme SPP, le systeme de
spiroplasme a été placé sous le controle du promoteur pSynMyco et décliné sous forme
de différentes constructions incluant deux, quatre ou 5 des genes présents dans le locus
naturel. Malheureusement, en utilisant ce promoteur aucune colonie exprimant les
constructions n’a pu étre obtenue. Lors d’essai d’expression transitoire de ces mémes
systémes par des plasmides suicide, aucun recombinant n’a pu étre obtenu. Le temps a
consacré a ce projet étant limité, nous nous sommes finalement concentrés sur le systeme
phagique SPP1 de Bacillus subtilis qui avait été décrit chez M. pneumoniae comme
fonctionnel pour de la recombinaison d’oligonucléotide (Pifiero-Lambea et al., 2020) et le
systeme minimal endogéne de spiroplasme avec les génes putatifs RecE et RecT. Mais
l'utilisation des autres génes composant le locus de spiroplasme pourrait permettre une

nette augmentation de 'efficacité de ce systéme. L’'un d’eux pourrait avoir un réle dans la
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mécanistique du systeme RecET-like retrouvé chez les spiroplasmes. Des essais
complémentaires chez Mgal ou directement chez des especes de spiroplasmes pourraient

étre intéressants.

Des essais de co-expression du systéme CRISPR endogéne de Mgal ont également été
entrepris pour augmenter 'efficacité de recombinaison, mais aucun résultat intéressant
n’a pu étre obtenu. Ce systéme pourrait en revanche étre utilisé en contre-sélection, pour
éliminer les recombinants issus de recombinaisons impliquant un seul crossing-over. Il
serait alors nécessaire d’avoir un systéme inductible sans fuite majeure, a contrario du
promoteur pxyl-tetO2 original utilisé dans notre étude. La version améliorée de ce
promoteur, construite par I'équipe espagnole de Luis Serrano (Mariscal et al.,, 2016), n’a

pas encore été testée, mais elle pourrait étre une solution intéressante.

Cet outil, bien que tres utile pour I'étude de Mgal, ne répond pas encore aux criteres d'un
outil universel précis et facile d’utilisation pour de nombreux mycoplasmes. Un dernier

axe de recherche a donc été suivi.
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Comme expliqué dans I'étude bibliographie en introduction de cette thése, les systemes
CRISPR ont abouti a de nombreux dérivés et certains d’entre eux ne sont plus dépendant
de la réparation de I’ADN par la cellule. En 2016, deux laboratoires ont contribué a une
avancée trés importante dans ces développements, avec la création des systémes de type
Base-Editors (Komor et al, 2016; Nishida et al., 2016). Ces systémes permettent la
modification de I'ADN sur des bases spécifiques sans impliquer de cassure de 'ADN. Cet
outil ayant été utilisé dans de nombreux modeles eucaryotes, mais aussi procaryotes, mon
travail a consisté a l'identification et I'adaptation d’'un systéme d’édition de base qui

pourrait fonctionner chez les mycoplasmes.

1. Principaux résultats

Au cours de cette derniére partie de ma thése, j’ai développé un systeme d’édition de base
utilisable pour des espéces variées de mycoplasmes. Ce systéme est basé sur une protéine
hybride fusionnant une Cas9 inactivée pour le clivage de 'ADN avec une cytosine
désaminase. Un sgRNA guide 'enzyme vers sa cible et assure ainsi la spécificité d’action
de la désaminase. La fonctionnalité du systéme a été démontrée par inactivation ciblée de
genes de virulence chez trois mycoplasmes pathogénes animaux pour lesquels aucun outil
de mutagénese ciblée n’était disponible : M. gallisepticum, M. mycoides subsp. mycoides et
M. bovis. Un exemple particulierement frappant a été l'inactivation de 54 1S1634 de M.

mycoides subsp. mycoides avec un seul sgRNA.
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Abstract

Mycoplasmas are minimal bacteria that infect humans, wildlife, and all economically important
livestock species. Mycoplasma infections cause a large range of chronic inflammatory diseases,
eventually leading to death in some animals. Due to the lack of efficient recombination and genome
engineering tools, the production of mutant strains for the identification of virulence factors and the
development of improved vaccine strains remains a bottleneck for many mycoplasma species. In this
study, we demonstrate the efficacy of a CRISPR-derived genetic tool to introduce targeted mutations
in three major pathogenic species that span the phylogenetic diversity of these bacteria: the avian
pathogen Mycoplasma gallisepticum and the two most important bovine mycoplasmas, Mycoplasma
bovis and Mycoplasma mycoides subsp. mycoides. As a proof of concept, an inducible dCas9-cytidine
deaminase system was successfully used to disrupt some main virulence factors in these pathogens.
Different induction times and inductor concentrations were evaluated to optimize the editing efficacy.
The optimized system was found powerful enough to disrupt 54 out of 55 insertion sequence
transposases in a single step. Whole genome sequencing showed that off-target mutations are limited
and suggest that most variations detected in the edited genomes are Cas9-independent. This effective,
fast and easy-to-use genetic tool opens a new avenue for the study of these important animal
pathogens, and most likely for the whole class Mollicutes.

Significance

Mycoplasmas are minimal wall-less pathogenic bacteria infecting a wide range of hosts including
human, livestock and wildlife animals. Main pathogenic species cause acute to chronic infections
involving still poorly characterized virulent factors. The lack of precise genome editing tool has
hampered functional studies in many of them, leaving unanswered many questions about the
molecular basis of their pathogenicity. Here, we developed a CRISPR-derived base editor tool to
efficiently modify the genome of three major pathogenic species, Mycoplasma gallisepticum,
Mycoplasma bovis and Mycoplasma mycoides subsp. mycoides. Some virulence factors were
successfully targeted and we edited up to 54 targets sites in a single step. Availability of this efficient
and easy-to-use genetic tool will greatly facilitate functional studies in these economically important
mycoplasmas.

Introduction

Mycoplasmas are minimal pathogens belonging to the class Mollicutes (1). They are characterized by a
streamlining evolution from a Gram-positive ancestor marked by a drastic genome reduction (2—4). This
particular evolution led to the loss of diverse cellular functions such as cell-wall production, to a limited
number of metabolic pathways and to the lack of an efficient recombination machinery (5). These minimal
bacteria are found in a wide range of animals including humans. Many mycoplasmas are etiologic agents
of diseases that considerably reduce the animal’s production yields and inflate the veterinary healthcare
costs (3, 6, 7). Mycoplasma gallisepticum (Mgal), Mycoplasma bovis (Mbov), Mycoplasma mycoides subsp
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mycoides (Mmm) are three major pathogenic mycoplasmas in terms of economic impact and recent
outbreaks. Mgal is an animal pathogen listed by the World Organization for Animal Health (OIE) and
responsible for respiratory disease in poultry farms worldwide. In the USA alone, its economic annual
impact on meat and egg productions are estimated at ~$780 M and $150 M, respectively (8-10). Mgal
also emerged in 1994 in a new host with a jump that was traced back from domestic poultry into North
American house finches (Haemorhous mexicanus) that is particularly alarming for birds ecology (11). Mbov
is responsible for a bovine respiratory disease (BRD), but also mastitis and reproductive disease (12). Mbov
infections in cattle are problematic due to the loss of production yields, lowered fertility rates, and costs
of control strategies. Retaining or reaching the status of BRD-free zone is key to many countries, as
exemplified by the eradication program currently operated in New Zealand to contain the 2018 epidemics
(13), with an estimated cost of more than $400 M. Mmm is a member of the so-called mycoides cluster
that gathers five significant ruminant pathogens. It is the causative agent of contagious bovine
pleuropneumonia (CBPP), an OIE-listed disease that can take chronic, acute or hyperacute forms. In the
latter case, CBPP symptoms includes pericardial effusion, fever and death. During the 20" century, CBPP
was eradicated from most developed country but veterinary controls are still required to prevent new
outbreaks. In African countries where CBPP is often endemic, the annual cost for mortality, reduced
livestock production and disease control efforts is estimated at €44,8 millions (14). The control strategies
of the mycoplasmoses varies geographically and includes methods of prophylaxis, the use of antibiotics,
of vaccines and ultimately slaughter. In a context of increasing antibiotic resistance (15) and the relative
lack of efficacy of vaccines, a better knowledge on the molecular basis of virulence and host-pathogen
interactions is required to improve curative protocols and design more efficient vaccines (14, 16).
However, the lack of efficient genome engineering tools for many mycoplasmas, including the three
species listed above limits the functional genomics approaches and hinders efforts toward the production
of rationally designed vaccines. During the past decade, cutting-edge genome engineering methods have
been developed that rely on the cloning of mycoplasma genome in yeast before editing with various
genetic tools and back transplantation into a recipient cell (17) (18). However, while opening undreamed
possibilities to investigate and redesign complete genomes, these in-yeast approaches can be difficult to
adapt to a new species. They are still restricted to a small number of species and they have not been
developed for any of the three pathogens considered here. Intriguingly, efforts to adapt these synthetic
biology approaches to Mmm have been unsuccessful so far, while they are now available for all other
members of the mycoides cluster (19). For Mgal, Mbov and Mmm, only replicative (oriC) plasmids and
transposon-based mutagenesis are currently accessible (20-22). Considering the importance of these
three mycoplasmas and, more generally of mollicutes for both disease control and fundamental science,
there is a need for precise and efficient tools for targeted mutagenesis.

Since 2012, CRISPR-based genetic tools have revolutionized the field of genome engineering in eukaryotes
and prokaryotes. The typical CRISPR-Cas9 tool produces double strand breaks in target DNA molecules
that are catalyzed by the Cas9 nuclease, guided to specific loci by single guide RNAs (sgRNAs) (23).
Following DNA cleavage, double-strand breaks are often repaired by different cellular mechanisms
including Non-homologous end joining (NHEJ) and Homology Directed Recombination (HDR). Imperfect
chromosome repair by NHEJ is used to disrupt genes whereas HDR enables deletion, insertion or gene
exchange in presence of specifically designed DNA repair templates. However, many bacteria, including
mycoplasmas, lack efficient NHEJ and HDR repair machineries. In this context, double strand breaks
introduced by Cas9 are lethal to the cell and the CRISPR-Cas9 tools can only be used as a counter-selection
method (24). Recently developed Base Editor systems (BEs) have offered ways to overcome this problem
and introduce single nucleotide variations (SNVs) using a derivative of CRISPR-Cas9 system. Instead of
inducing DNA cleavage and, subsequently, DNA repair systems, BEs combine an inactivated Cas9 (dCas9)
merged with a cytosine deaminase (CBE) or an adenosine deaminase (ABE) and an uracil glycosylase
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inhibitor (UGI). An R-loop is opened in the target site by the dCas9-sgRNA complex, the single strand DNA
is made accessible in a precise editing window to the attached deaminase (Figure S1). CBE catalyzes
deamination of cytosine into uracil, which will be recognized as thymine after replication (Figure S1) ; ABE
converts adenine into inosil that is further recognized as guanine after replication (25-27). Base excision
repair on edited nucleotides will be prevented by UGI and this improved editing efficiency (28). Therefore,
CBE and ABE induce transitions C:G to T:A and A:T to G:C, respectively. Evaluation of CBEs and ABEs in
different organisms have shown their high efficiency and low off-target mutations frequencies and toxicity
(25, 29). They have been successfully used in various eukaryotic systems including plants and human cells
(30, 31) but also in several bacteria including Klebsiella (32), Pseudomonas (33), Clostridium (34),
Streptomyces (35) or Agrobacterium (36).
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Figure S1: Schematic representation of CBE system. R-loop mediated by the complex dCas9 (Green) — sgRNA (red) is
represented. UGI (uracil glycosylase inhibitor; Purple) and deaminase protein (light blue) are fused to dCas9 by amino-
acid linker. Editing window is represented as free ssDNA (dark blue) and corresponded to the only nucleotides positions
where deaminase can act. Cytosine deamination reaction is represented.

In this study, we have developed CRISPR Cytosine Base-Editor system (CBEs) for three main pathogenic
mycoplasmas (Figure S1). First, we have demonstrated the functionality of a dead SpCas9-pmCDA1
fusion protein in Mgal using a transposon to introduce the CBE and the sgRNA into the bacterial cells.
After optimization, three virulence genes located at various positions on the Mgal chromosome were
successfully disrupted and individual mutants were isolated. Next, a replicative plasmid and another
transposon were used as vectors to evaluate the CBE in Mbov and Mmm, demonstrating the high
efficacy of the system for single gene targeting in ruminant pathogens. Finally we showed the ability
of the system for multi-target mutagenesis and successfully targeted 54 insertion sequences in Mmm
using one single sgRNA.

Results

Design and construction of a base editor genetic tool for mycoplasmas
Two different cytosine deaminases commonly used for base editing, rAPOBEC1 from Rattus
norvegicus (25), and pmcDA1 from Petromyzan marinus (25, 26) (SI, Figure 1A), were evaluated as
editing tools in mycoplasmas. The genes encoding these two proteins were codon optimized,
chemically synthetized and fused to an inactive version (dead) of Cas9 (dCas9) from Streptococcus
pyogenes (Spyo) using different linkers and positions as described in the Material and Methods
section. Briefly, rAPOBEC1 was merged with the N-terminus of SpyodCas9 using the linker XTEN (35).
By contrast, pmcDA1 was fused to the C-terminus of dCas9 with a 36 amino acid-linker (37). The
uracyl-glycosylase inhibitor from Bacillus subtilis phage (35, 38) was also fused at the C-terminus of
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the resulting hybrid protein (Figure S1) and was used to block a potential base excision repair activity
of the bacterial cell. The tetracycline-inducible promoter Pxyl/tetO2 (Breton 2010) was used to
control the expression of these two hybrid proteins. The PS promoter, which is considered as a
constitutive promoter in many mollicutes species, was used to control the expression of the sgRNA
(Figure S2). All genetic elements were assembled within a Tn4001-derived transposon (39), resulting
in plasmids pTl4.0_SpCas9_pmcDAL1 (Figure S2B) and pTI4.0_SpCas9_rAPOBEC1 (Figure S3A, SI).
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Figure S2. Design of three plasmids for genome editing in mycoplasmas. A- Schematics of the method used for adding
a 20 nucleotides spacer defining the target site of the sgRNA, using double BseRl sites. B- Representation of the three
plasmid backbones used for base editing experiments in mycoplasmas. Antibiotic resistance markers pac (Puromycin) or
aacA-aphD (Gentamicin) are represented in dark purple and blue, respectively. The pTi4.0_SpCas9_pmcDA1 plasmid (for
Mgal experiments) contains inverted repeats (IR-1 and IR-2, green) flanking the CBE cassette and allows its integration
in the genome using the dedicated transposase (orange). The pMT85_SpCas9_pmcDA1 plasmid (for Mbov experiments),
has inverted repeat sequences and contained two resolvase sequences (Res). These Res sequences would allow the
elimination of the deaminase cassette and the antibiotic resistance marker by using an OriC plasmid that encode for
resolvase activity (Janis et al. 2008). The pMYCO1_SpCas9_pmcDALl (for Mmm experiments), is a replicative plasmid
containing an oriC region from Mycoplasma mycoides subsp. capri (oriC Mmc, yellow).

In order to evaluate the ability of these recombinant CBEs to produce targeted mutations in
mycoplasmas, the ksgA gene of Mgal was selected as a first target. ksgA is a non-essential gene that
encodes a RNA methyltransferase that renders the bacteria sensitive to kasugamycin (40). A 20
nucleotides sequence (TGACCAAAATATTATTAATA), upstream of the spCas9 compatible PAM sequence
AGG (Figure 1B), was chosen as a target for ksgA inactivation. On the basis of previous reports, the two
cytosines in position 16 and 17 upstream of the PAM sequence are in the theoritical editing window
of the two CBE systems (41). Deamination of Cy;is expected to change a GIn CAA codon into a stop
codon TAA. After transformation of Mgal with either pTIl4.0_SpCas9_pmcDAl or
pTl4.0_SpCas9_rAPOBEC1 and induction with 0.5 pg.mL? anhydrotetracycline (aTC) in broth medium
(24), the impact of CBEs on cytosine deamination within the target site was analyzed by PCR and Sanger
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sequencing on the global population of transformants (Figure 1B, Figure S3A). For the rAPOBEC1
transformants (Figure S3), only limited base editing was observed for the two cytosines at positions 16
and 17 (2%) whereas base editing was highly prevalent (59% of C to T conversion in cytosine 16, 50%
in cytosine 17) for the pmcDA1l-tranformants (Figure 1). In the control without the sgRNA, no
conversion was observed. We concluded that the deaminase pmcDA1 can be used to design a CBE
that is functional in Mgal.
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Figure 1. Targeting ksgA gene in Mgal gene using pmcDA1 deaminase-encoding plasmid. A- Schematics of the CBE
expression cassette. The synthetic cassette is composed of (1) a sgRNA (red) including the 20 nucleotides target spacer
(dark blue) and under the control of the spiralin promoter (brown) and (2) the codon-optimized hybrid protein composed
of S. pyogenes dead Cas9 (green), linkers (purple), pmcDA1 deaminase protein (light blue) and UGI (Uracil Glycosylase
Inhibitor, dark purple), under control of the Pxyl/tetO2 inducible promoter (dark green). Fibril terminators from S. citri
(light green) are added downstream of the sgRNA and hybrid protein expression cassettes. The sequence of the ksgA
target is represented here. Cytosine residues that are susceptible to be deaminated are colored in red. Positions of bases
in the target are indicated below each base with numbering starting at the PAM sequence. B-. Percentage of bases found
in population of transformants were determined from Sanger sequencing chromatograms using the EditR software and
are represented in the table for each nucleotide position in the target sequence. C- Schematic representation of the
experiment of base editing and indication of different checkpoints (Sanger results and EditR analysis) for screening until
obtaining an isolated mutants.
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Figure S3. Targeting ksgA gene in Mgal gene using rAPOBEC1deaminase-encoding plasmid. A- Diagram of the CBE based
on the rAPOBEC1 deaminase. The sgRNA (red) expression cassette includes a 20 nucleotides target spacer (dark blue)
under the control of the spiralin promoter (in brown). The Pxyl/tetO2 inducible promoter (dark green) drives the
expression of a codon optimized hybrid protein merging S. pyogenes dead Cas9 (green) (inactivated by 2 mutations in
position 10 and 840), linkers (purple) with rAPOBEC1 deaminase protein (light blue) and UGI (Uracil Glycosylase Inhibitor
(dark purple)). Fibril terminators from S. citri (light green) are present downstream of the sgRNA and CBE encoding gene.
B-- Percentage of bases found in population were determined from Sanger sequencing chromatograms using the EditR
software and are represented in the table for each nucleotide position in the target sequence.
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Optimization of the CBE system and isolation of ksgA mutants in M. gallisepticum

Given our previous results, the CBE system based on the pmcDA1 (pTl4.0_spCas9_pmcDA1) was
selected for further optimization. First, we studied the inductor concentration. Using the same
experimental strategy and ksgA as a target, deamination level of targeted cytosines was estimated
after an overnight induction using 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5 or 5 pg.mL of aTC (Figure S4A). An important
expression leakage was recorded in the absence of inductor, with up to 25% of conversion at position
C16. In presence of the inductor, we determined that the optimal concentration for efficient base-
editing was in the range of 0.1 to 0.5 pg.mLof aTC (>50% efficiency) (Figure S4A). With up to 1 ug.mL’
1of aTC, no detectable growth defect was observed in Mgal. However, the addition of 5 pg.mL™? of aTC
resulted in a significant growth reduction as evidenced by almost no pH shift of the broth medium after
aTC induction (pH= 6.6 at induction point versus pH= 6.54, pH= 5.41 and pH= 5.3 after one night
induction with 5 pg.mL0.5 pg.mL*and no inductor respectively). This result suggested that aTC was
toxic at high concentration for Mgal. We also observed that the use of freshly prepared (<24h) inductor
was necessary for maximum efficacy of base editing (data not shown).

Second, we studied the induction time required for a maximum efficacy of the CBE system. Inductor
concentrations used for this experiment were 0.25 and 0.5 pg.mLand base conversion were observed
at two time points: at two hours or after an overnight induction (Figure S4B). After two hours,
significant base conversion were already evident compared to the non-induced condition, with up to
30% of base conversion in the two cytosine positions. However, the overnight induction resulted in the
best efficacy, with a 2-fold increase compared to the two-hour induction time (around 60%). In
accordance with these results, we concluded that the best induction conditions for a maximum
efficacy of the mycoplasma CBE were 0.1 to 0.5 pg.mL of aTC and an overnight incubation time.
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Figure S4. Optimization of CBE induction conditions for base editing in Mgal. A- Identification of optimal inductor
concentrations for induction of base editing. The percentages of base conversion C to T at each cytosine position 16 and
17 in the target were measured after an overnight induction at 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5 or 5 ug.mL™ of aTC. B- Identification
of the optimal induction times for maximum efficacy. The percentage of base conversion C to T in each cytosine position
16 and 17 in the target is shown after two hours of induction or an overnight induction.

Finally, in order to get isolated Mgal mutants using the pTI4.0_SpCas9_pmcDA1l construct, we
performed a third experiment using the newly defined conditions (Figure 1C). During this experiment,
targeted ksgA sites were analyzed at four points: before transformation (Wild type), after
transformation, after induction and on isolated colonies selected on puromycin selective plates.
Without induction, 11 and 17% of cytosine 16 and 17 were edited, respectively (Figure 1C), suggesting
an important leakage of the inducible promoter, as previously shown. After induction, the deamination
in the edited population was nearly complete with 100% conversion of cytosine 16 and 92% conversion
of cytosine 17 to thymine. Further screening of five isolated colonies confirmed that four of them
carried mutations on the two targeted cytosines while the last one presented an incomplete
deamination profile. Resistance to kasugamycin was confirmed by plating the isolated mutant on

195



CHAPITRE 4 : Construction d’'un outil universel pour des bactéries a faible efficacité de
recombinaison : les systémes Base-Editor

Hayflick plate, supplemented or not with the antibiotic (Figure S5). We concluded that the pmcDA1-
based CBE tool promote base conversion and gene inactivation with a high efficacy in Mgal.
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Figure S5. Kasugamycin resistance phenotypic assay on a Mgal_ksgA mutant. A- Growth of Mgal WT or Mgal_ksgA
mutant was evaluated in absence (A) or presence of kasugamycin (B) using diluted cell suspensions (101 to 107).

Determination of the editing window for maximum CBE efficacy in M. gallisepticum

To investigate the base editing window of the CBE system, three virulence genes of Mgal were
targeted: crmA (GCW_RS01080), gapA (GCW_RS01075) and cysP (GCW_RS01695) (Figure 2). The crmA
and gapA genes encode two primary cytoadherence proteins that are recognized virulence factors (42,
43). The cysteine protease encoded by cysP was shown to cleave chicken immunoglobulin G, and is
therefore identified as a potential virulence factor (44). In the crmA target (Figure 2A)
(ATTCAATATCCTTCGTTGTT upstream of a TGG PAM sequence), cytosine residues C7, Cio, C11 and Cy7
were potential sites for deamination. After induction, C17 was the only base deaminated at 57% at the
population level (before the second plating, Figure 1C). Screening of isolated colonies resulted in 5 out
of 10 clones showing a Ciz to Ti7 transition. In gapA target (Figure 2B)
(TGAACACAAGGTTCTGCTAA/CGG), C4, C7, C14 and Cys were potential sites for deamination and after
induction, C16 was the sole deaminated position, with a 54% conversion estimated in the transformants
population. Here, 4 isolated clones out of 10 showed a mutation Cis to Ti6. Finally, in the cysP target
(Figure 2C) (CAGCAATGAGGAGGAATTTT/CGG), C17 and Cyo were potential sites for deamination. After
induction and population analyses, the conversion levels were 76% and 77% for these two cytosines,
respectively. All (i.e. 10 out of 10) isolated clones showed mutations at the two positions. From these
results, we concluded that the editing window of the mycoplasma CBE system ranged from positions
16 to 20. Its high efficacy was confirmed in Mgal and mutants of three important virulence factors
were isolated. Interestingly, during this work, we realized that induction can be performed
immediately following plasmid transformation (i.e. right after the 2h cells recovery in Hayflick medium)
instead of being carried out after colonies recovery and regrowth. Given that Mgal colonies generally
appear in one week, this improvement allowed us to save days of experiments and obtain the
expected mutants in less than 3 weeks.
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Figure 2. Targeting three virulence factors of Mgal to explore the editing window of the CBE system in Mgal. The 20
nucleotides target sites were sequenced and are represented here for crmA (A), gapA (B) and cysP (C) genes before and after
the base-editing experiments. Cytosines susceptible to deamination (or guanine in the reverse strand) are framed with red
dotted lines and deaminated ones with green dotted lines. Percentage of each base is represented in the tables; they wwerer
determined using Sanger sequencing ab. file and the EditR software. Edited bases are highlighted in green. D- The 20 nucleotides
target sites are shown for the three targets. The position of each base in the target is indicated below each nucleotide and
corresponds to the nucleotide position in the target upstream of the PAM sequence. Red letter represents un-deaminated
cytosines and green letter represents converted thymine. A schema deduced from those three experiments was drawn to shine
a light on the editing window. As shown in the schema, cytosines located at position 16 to 20 can be CBE-targeted.

Development of the CBE system for Mycoplasma bovis

In a first attempt, the pTI4.0_spCas9_pmcDA1 that had been successfully used in Mgal was evaluated
in Mbov. However, we failed to obtain Mbov transformants using this CBE-carrying plasmid. This could
be linked to the pac resistance marker that was not described in the literature for Mbov. Therefore,
the inducible CBE system was inserted in another transposon-based plasmid carrying a gentamycin
resistance marker to generate the pMT85_spCas9_pmcDA1 (Figure S2). The resulting construction was
evaluated in Mbov, using the mnuA gene (MBOVPG45_0215) as a target (Figure 3). MnuA is a major
membrane nuclease that has been suggested to play a key role in Mbov virulence by degrading the
neutrophil extracellular traps (NETs) produced by the host in response to the pathogen (45). In the
target spacer (AACCAAAAATATGACTTAGT/AGG), Ci7 and Cis stand as two potential sites for
deamination. Conversion of Cy7 would change a CAA (GIn) codon into a TAA stop codon. Mbov cells
were transformed with the pMT85_spCas9_pmcDA1 targeting the mnuA gene and transformants were
grown in gentamycin selective medium (liquid) for three passages before induction and plating. The
expression of the CBE system was induced overnight with 0.5 pg.mL? of aTC and Mbov transformants
were plated on selective medium to isolate colonies. Target sites were analyzed in the global
population before transformation, after each passage following transformation (P1, P2 and P3) and
after induction (on the cell suspension and on isolated colonies) (Figure 3). As previously reported in
Mgal and Mmm, an important leakage of the inducible promoter was observed in the Mbov population
right after transformation with ~50% of the cytosines converted to thymines at positions 17 and 18 at

197




CHAPITRE 4 : Construction d’'un outil universel pour des bactéries a faible efficacité de
recombinaison : les systémes Base-Editor

P1, P2 and P3. Overnight induction with aTC increased the conversion level to 90%. Screening of three
independent colonies showed that the Mbov_mnuA mutants had both cytosines (C17 and C18)
converted to thymines. In order to demonstrate that the mutations introduced in the mnuA gene lead
to its inactivation, a nuclease phenotypic assay was carried out. (46). This nuclease assay indicated that
the tested Mbov_mnuA mutant was not able to hydrolyze DNA when the WT strain degraded it all
(Figure S6). This work demonstrates the portability of this CBE-based method to produce targeted
mutations in Mbov.
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Figure 3. Disruption of the MnuA nuclease encoding gene by base editing in Mbov. After transformation of Mbov with
the plasmid pMT85_spCas9_pmcDA1, cells were propagated in liquid media supplemented with gentamycin. After three
passages in liquid medium (P1 to P3) the inductor was added to the cell suspension. At each passage and after induction,
aliquots were collected in order to monitor target sites sequences using Sanger sequencing and the EditR software
analysis. Sequencing chromatograms are presented as well as base percentage for each position of the target sequence.
Cytosines susceptible to be deaminated are framed in red color and edited bases in green color.
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Figure S6. Mbov_mnuA DNase phenotypic assay. Mbov Wt and Mbov_mnuA mutant were incubated with 2 pg of linear
or circular DNA. After 5 min (left) or 30 min (right) at 37°C, aliquots were removed and run on 1% agarose gels. DNA
digestion results were observed after staining the gels with ethidium bromide. Two concentrations of Mbov cells (2X
and 10X) were used as described in the Materials and Methods section.

Development of the CBE system for editing Mycoplasma mycoides subsp. mycoides genome

As a new proof of the flexibility of the mycoplasma CBE system, we introduced the sgRNA and CBE
expression cassettes in the replicative oriC plasmid pMYCO1. This latter is routinely used in several
species of the mycoides cluster (22), including Mmm, an important ruminant pathogen. The resulting
pMYCO1_spCas_pmcDA1 plasmid (Figure S2) was used to target the non-essential gene glpO
(CAACAACAATACGATAACAT/TGG) that encodes a metabolic enzyme, (the L-a-glycerophosphate
oxidase) possibly involved mycoplasma virulence (47). Indeed, GlpO catalyzes the oxidation of glycerol-
3-phosphate that comes with the release of hydrogen peroxide (H.0,), a product known to contribute
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to cytopathic effects in host tissue. Cytosines Cs;, Co, Cia, C17 and Cyo were potential sites for
deamination, with conversion of the last three positions leading to three TAA stop codons. After
transformation of Mmm, different inductor concentrations and induction times were tested, and
conversion of the cytosines was surveyed in the cell population using Sanger sequencing and EditR
analysis (Figure S7). Before the induction of the CBE expression, conversion of cytosines was observed
asin Mgal and Mbov, reaching up to 30% in the position Cy7. After induction, best results were obtained
with 0.5 pg.mL? of aTC applied overnight (just like Mgal). We observed cytosine conversion for each
cytosine within the target region but also for the cytosine located 22 nt upstream from the PAM
sequence, suggesting an extended editing window between positions Ci2 and Cz; in Mmm. Low
conversion frequencies (20-30%) were observed at the editing window extremities whereas higher
efficiencies were recorded between Ci7 and Cy (60-70%). After subcloning on agar plates, mutants
showed different editing profiles on the four cytosines positions (mixed population and different fully
deaminated cytosines combination). Nevertheless, two out of ten isolated clones displayed the
expected all four mutations (Cis, C17 and Cy and Cy). A phenotypic assay for evaluating the H,0,
production confirmed the glpO gene inactivation in these clones (Figure S7-E). Finally, after three
passages in liquid without selective pressure and one passage in solid medium for isolation, plasmids-

free Mmm mutants edited on the g/pO were recovered.To our knowledge, they are the first site-
specific Mmm mutants. .
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Figure S7. Targeting the glpO gene in Mmm using the mycoplasma CBE system. A- |dentification of optimal inductor
concentration for induction of base editing. Percentages of base conversion C to T were calculated at each cytosines
position in the target sequence using overnight induction with 0, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 pg.mL* of aTC. B- Cytosine deamination
efficacy after 4h, 8h or overnight induction time using 0.5 pug/mL of aTC. C, D- Results of glpO editing. Target sequences
used are represented; cytosines susceptible to deamination are represented in red and position of the nucleotide before
PAM sequence is indicated above each nucleotide. These results represent Sanger sequencing chromatograms and EditR
analyses before induction (C) and after clone isolation (D). E- H,0, detection using a DAB (3,3'-Diaminobenzidine) assay on
three Mmm clones, wild type (WT), mixed population of Mmm cells with incomplete deamination and a clone fully

deaminated at positions Ci4, C17 and Cyo and Cy,. The results were observed at different times after adding the reagent: 0
minute, 30 minutes and two hours of incubation.
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Inducing multiple mutations in Mmm with one single sgRNA

To test the limits of the mycoplasma CBE system, we chose to target transposase encoding genes
associated with two families of insertion sequence 1S1634 and IS3 that are presents 58 and 26 times in
the Mmm genome, respectively (Figure 4, Figure S8). As transposase gene sequences are highly
conserved within each family, we tried to target a maximum number of copies using one single sgRNA
per family. For the IS1634 transposase, a 20-nucleotide spacer was designed to target the inactivation
of 55 copies out of 58 (AGACCAGATTGTTATAGGTA/TGG). Deamination of Cis on the reverse strand
would change a CAG (GIn) codon into a TAG stop codon at position 204 of the protein (Figure 4A). For
1S3 transposase, two 20 nucleotides spacers were designed to build sgRNAs, the first one targeting the
start codon of the transposase (sgRNA1, CATATAAAAACCCCATTTCC/TGG) on all 26 copies and the
second one allowing the introduction of stop codon on 22 out of the 26 copies (sgRNA2,
ACAAGTGGAATACTATAAGT/TGG) (Figure S8). After transformation and induction, all target sites were
surveyed by PCR and Sanger sequencing (Figure 4B, Figure S7B). A low base-editing efficiency on 1IS1634
target was observed after the first induction, with 5% conversion in Ci6 and 4% in C;7. Two additional
induction steps were conducted, resulting in an increased base conversion level of Ci6 and Cy7 with
37% and 40% after the second induction and 72% and 75% after the third induction. After spreading
on plates and PCR/sequencing screening of 20 isolated clones, two of them presented sequencing
profiles suggesting that all IS1634 sites had been mutated (Figure 4C). Finally, full genome sequencing
indicated that 52 and 54 transposases out of 55 were inactivated in these two clones. For the IS3
inactivation, 66% and 77% of conversion were observed in population analyses after three inductions
using sgRNAs with spacers one and two, respectively (Figure S8B). After spreading on plate and PCR
screening of 10 clones, one fully deaminated clone was rescued for each of the two sgRNAs (Figure
S8C). Full genome sequencing confirmed mutations on the 22/26 and 22/22 target sites with sgRNA1
and sgRNAZ2, respectively (Table S3). These results demonstrate the ability of the mycoplasma CBS
system to edit numerous target sites in a single step.
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Figure S8. Multitargeting of IS3 copies in Mmm genome. A- Schematic representation of Mmm T1/44 genome with 30
complete or truncated copies of the 1S3 transposases represented as solid lines. In the right panel, the targeted site within
1S3 transposase gene is represented as a red bar. B, D- Population screening was performed by PCR and Sanger sequencing
after three steps of inductions and using the sgRNA1 (B) or the sgRNA2 (D). Targeted cytosines are indicated in red.
Percentages of each base at each position are represented in tables. C, E- Sequence profiles of fully mutated clones on
site targeted with sgRNA1 (C) and sgRNA2 (E). Mutated positions are in green frame and are represented in green letters
in the target sequences.
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Figure 4. Multitargeting of 1S1634 copies in Mmm genome. A- Schematic representation of Mmm T1/44 genome with
58 complete or truncated copies of the 1S1634 transposases represented as solid lines. In the right panel, the targeted
site within 1S1634 transposase gene is represented as a red bar. B- Schematic representation of the three induction steps
of the mycoplasma CBE system for targeting 55 1S1634 using one single gRNA. Nucleotide sequence of the target is
represented with the PAM sequence framed in a red rectangle; cytosines susceptible to be deaminated are in red font.
Fresh cultures of Mmm cells harboring the pMYCO1_spCas_pmcDA1 plasmid are represented as red colored tubes.
Cultures in exponential and stationary growth phases are indicated by orange and yellow colored tubes. Three
consecutive culture steps were performed (including the start culture) by 1/100 dilution in fresh medium. At each step,
induction was performed by adding aTC and incubating the cells until stationary phase is reached. Deamination of target
cytosines was evaluated using PCR and Sanger sequencing. Percentages of base at each position were estimated from
chromatograms using the EditR software. The two positions of interest are highlighted in a red dotted rectangle. C-
Sanger sequencing results and base distribution in a selected isolated clone. Fully mutated positions are indicated by
green frame on the table and green font in the target sequence.

Evaluation of off-target mutations by whole genome sequencing

To detect potential undesired mutations and evaluate the off-target activity of the CBE system in
mycoplasmas, whole genome sequencing was conducted on seven edited clones using both short
reads (lllumina) and long reads (Oxford Nanopore Technologies) sequencing platforms: Mgal_ksgA
mutant, Mbov_0215 mutant, Mmm_glpO  mutant, Mmm_IS1634 _cl3.1.6  mutant,
Mmm_IS1634 _cl3.1.11 mutant, Mmm_IS3_cl4.1.2 mutant and Mmm_IS3_cl5.1.18 mutant (Table S3).
Five to 36 undesired mutations were detected in the sequenced genomes. Mutations were further
analyzed and classified into three categories (Figure S9A — Table S3): 1- sgRNA-guided off-target
mutations possibly generated by the CBE system, if the targeted sequence was similar to the sgRNA
spacer sequence and adjacent to a NGG PAM sequence ; 2- Potentially unguided spurious
deaminations of pmcDAL1 (29, 48) for all C-T or G-A mutations in genome regions with no similarity to
the sgRNA spacer sequence ; 3- Other mutations that cannot be induced by the CBE system and
probably occurred during passages. Based on these criteria, 0 to 5 sgRNA-guided off-target mutations
were predicted, representing 0 to 17% of the total mutations, with the exception of Mmm_glpO for
which 2 mutations out of 5 were classified in this category. Two examples of off-target interaction (1)
of the ksgA sgRNA targeting DNA in Mgal (localization in the genome: 1313) and the glpO sgRNA
targeting DNA in Mmm (localization in the genome: 220 532) are presented (Figure S9B — Figure S9C —
Table S3a). Spurious deaminations represented 20-84% whereas other variations represented 11-50%
of the mutations. Interestingly, the numbers and percentages of spurious deamination when using the
mycoplasma CBE system in Mmm were remarkably higher when a three-inductions protocol was used
to maximize 1S1634 and 1S3 targeting efficacies (11-24 mutations), compared to the single induction
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protocol used to target glpO (1 mutation). We concluded that sgRNA-guided off-target mutations were
rather rare whereas spurious deaminations accumulate upon extended CBE activity.
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Figure S9. Analysis of undesired mutations from whole genome sequences. A- Histogram summarizing the percentages
of different categories of mutations predicted from analyses of whole genome sequencing data on seven mycoplasma
mutants. Numbers of mutations are indicated within bars. Blue, sgRNA-guided off-target mutations; orange, spurious
deaminations; grey, other mutations. B- Example of off-target interaction of the ksgA sgRNA targeting position 1313 of the
Mgal genome. C- Example of off-target interaction of the glpO sgRNA targeting position 220 532 in the Mmm genome.

Discussion

Despite being known as minimal bacteria, the functional genomics of mollicutes has long been
hampered by a lack of efficient genetic tools to generate targeted mutations. While in-yeast genome
engineering methods developed during the past decade represent a real breakthrough for several
species from or related to the mycoides cluster, most species, including significant pathogens of
human, animals and plants remain unamenable to targeted mutagenesis. In this study, we developed
a new genetic tool based on CRISPR for direct mutagenesis in mollicutes and evaluated its efficacy in
three economically relevant animal pathogens.

Since their first publication in 2016, cytosine base editor systems have been proven highly efficient in
a diversity of eukaryotic and prokaryotic organisms. CBE systems take advantage of a deactivated Cas9
that retains the ability to be driven to target by a guide RNA but does not induce dsDNA breaks, coupled
with a cytosine deaminase, generally rAPOBEC1 or pmcDA1. At first, we designed and constructed two
mycoplasma CBE systems, but our preliminary results suggested that only the pmcDA1-based CBE was
active in Mgal (Figure 1 — Figure S3). Both cytosine deaminases have been successfully used in bacteria
(35, 37) and more investigation would be required to understand why the rAPOBEC1-based CBE was
not efficient in Mgal. By contrast, the pmcDA1-based CBE was shown highly efficient for generating
point mutations in Mgal, Mbov and Mmm (Figure 1 — Figure 3 — Figure S7). While belonging to different
phylogenetic groups of mollicutes, the same promoters driving the expression of the sgRNA (PS) and
the CBE system (Pxyl/tet02) were used, suggesting that both expression cassettes could be used
without modification in various species of mycoplasmas and possibly other mollicutes, including
Spiroplasma, Acholeplasma or Ureaplasma. But these promoters could also be replaced if required.
Three different plasmid backbones were evaluated including two Tn4001-derived transposons and one
replicative oriC plasmid (Figure S2). Transposons and oriC plasmids are currently the most widespread
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genetic tools available in mollicutes. Transposon mutagenesis with Tn4001 derivatives has been used
in 15 species and oriC plasmids are available for 14 species. Therefore, the mycoplasma CBE system
could be easily evaluated in many species, either directly or after cloning the sgRNA and CBE expression
cassettes in a compatible vector.

The standard usage of Cas9 relies on targeted DNA cleavage and requires efficient DNA repair
mechanisms of double strand breaks to avoid cell death. By contrast, CBE-mediated mutagenesis does
not lead to chromosome cleavage. Therefore, the cell toxicity of the sgRNA/dCas9- pmcDA1-UGI
complex is expected to be low, and indeed, no particular difficulty was encountered when expressing
the CBE system in the three mycoplasmas tested here. Taking advantage of this specificity, we
succeeded in targeting up to 54 targets in the Mmm chromosome, with one sgRNA (Figure 4). Multiple
targeting of repeated sequences has been previously reported in eukaryotic and prokaryotic systems
(37, 38, 49), but to the best of our knowledge, this is the first time so many targets sites were modified
in bacteria. This application of CBE opens new possibilities for targeting multigene families with a
limited number of sgRNA. In mycoplasmas, such families are often predicted to encode surface
proteins suspected to be involved in host-pathogen interaction but current mutagenesis methods,
including in-yeast genome engineering, were unable to disrupt all genes of a family in a reasonable
time.

In order to evaluate potential off-target mutations induced by the mycoplasma CBE system, whole
genome sequencing was achieved for seven mutants selected over the study (Figure S9 — Table 3).
From our analyses of the detected mutations, only few of them possibly resulted from sgRNA-guided
off-target deamination events. Concerning spurious deamination of pmcDA1l that preferentially
deaminate TC motif (29), 12, 4 and 1 sites were observed in Mgal_ksgA mutant, Mbov_0215 mutant
and Mmm_glpO mutant clone with nine, two and one TC motifs. Spurious deamination was suggested
to increase with extended induction periods, suggesting a control of CBE expression might be key to
reduce the frequency of undesired mutations. Such spurious deamination induced by CBE systems
have already been reported in other bacteria, including Corynobacterium glutamicum or Bacillus
subtilis where 9 and 19 SNV respectively might be attributed to deaminase activity (50, 51). In the CBE
system developed here, the expression of the dCas9- pmcDA1-UGI hybrid protein is driven by the
promoter Pxyl/tetO2 which can be induced in presence of aTC. While a clear increase of deaminated
base frequencies was shown in the three studied mycoplasmas after induction, the conversion process
was already observed before induction (Figure 1 — Figure 3 — Figure S7). This indicated some promoter
leakage in the three species, in accordance with another report in M. pneumoniae (52). Several
strategies could be envisaged to limit the background of undesired mutations, including limiting the
induction time and using an improved inducible promoter as the one recently developed for M.
pneumoniae (52). In addition, the use of high fidelity Cas9 variants or CBE variants (41) may also
improve the specificity of the genetic tool. Finally, elimination of the CBE system after mutagenesis is
also key to avoid accumulation of undesired mutations over time. This can be achieved for the CBE
systems based on the pMT85_2Res and pMYCO1 oriC backbones. Indeed, all genetic elements flanked
by the res sequences can be removed from the chromosome using a dedicated resolvase activity (53)
and the oriC plasmids are generally lost after a few passages in non-selective medium (54).
Alternatively, CBE constructions can be enhanced with the CRE-Lox system that is functional in some
mycoplasma species (52).

One of the limits of CBE systems is the number of targets that could lead to gene disruption by
generation of a stop codon. Indeed, the targeted cytosine has to be present within the editing window
of the CBE system, which we estimated was located 16-22 nt upstream of an NGG PAM sequence. The
number of targets in bacteria with AT-rich genomes like mycoplasmas could be increased by using the
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VQR variant of SpCas9 which PAM recognition specificity has been changed to NGA (41, 55). Other
deaminase-based tools were also recently developed, including an adenosine base editor system (ABE)
and a double ABE-CBE system called SPACE, that offer other possibilities of base change (27, 56).

In conclusion, the mycoplasma CBE system is an easy-to-use genetic tool that was shown to be highly
efficient to target individual or multiple genes in three mycoplasma species for which no targeted
mutagenesis methods was available. This tool is independent from cell repair mechanisms and enables
to obtain an isolated mutant of Mgal, Mbov or Mmm in less than a month. During this study, we already
generated individual mutants of potential virulence genes for each species, demonstrating the efficacy
and versatility of this new genetic tool.

Materials and methods

Oligonucleotides and plasmids

All oligonucleotides used for this study were supplied by Eurogentec and are described in Table S1. All
plasmids constructed and used in this study are listed in Table S2. Detailed protocols for plasmid
constructions, DNA sequences of genes and plasmids used are provided as Supplementary Information
(S1-2).

Bacterial strains and culture

Mgal strain S6 (Tax ID: 1006581 ) was cultivated at 37°C in Hayflick modified medium (57), under a 5%
CO, atmosphere. Puromycin 10 ug.mL? and kasugamycin 400 ug.mL?! were used in selective
conditions. Mbov PG45 (Tax ID: 289397) was cultivated in SP4 medium (57). Gentamycin 100 pg.mL?
was used in selective conditions. Mmm T1/44 (Tax ID: 2103) was cultivated in SP5 medium (19);
puromycin 8 ug.mL?! was used in selective conditions (58). Phenol red was used as a pH indicator in
mycoplasmas media. Escherichia coli 5a (NEB, C2987H) was used for plasmid constructions and was
cultivated in LB Broth (ThermoFisher: 12795027). Ampicillin 100 pg.mL™ or kanamycin 50 ug.mL* were
added in selective conditions. Protocols for Mgal, Mbov and Mmm transformation, transformants
screening and characterization are available as Sl.

In silico design of codon optimized base editor systems:

DNA sequence encoding dead SpCas9, pmcDA1, rAPOBEC1, UGI as well as the puromycin resistance
marker (linked to SynMYCO promoter) were codon optimized with the Optimizer online tool
(http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/) using the codon usage of Mgal from Kazusa database
(https://www.kazusa.or.jp/codon/). The sgRNA encoding gene was cloned between the promoter of
the spiralin gene and the terminator of the Fibril gene from Spiroplasma citri (Figure S1). Sp dCas9 was
fused to rAPOBEC1 sequence by 48 bp linker used in BE4 system (28). Sp dCas9 was fused to pmcDA1
sequence using the same 207 bp linker as in the hAID system (26). UGI was fused to the N-terminal
sequence using a 12 bp sequence linker (28). The inducible promoter Pxyl/tetO2 (59) and the
terminator of the Fibril gene were added respectively upstream and downstream of the CBE sequence.
Manual modifications to avoid regions with AT-rich tracks or unwanted BseRI restriction sites have
been performed before synthesis of the DNA fragments by Twist Bioscience.

Plasmids construction:

The Mini transposon vector derived from Tn4001 (60) and the synthetized fragments provided by Twist
Biosciences were used as PCR template. Primers A1/A2, A3/A4 and A5/A6 (Sl) and the Q5 High-Fidelity
DNA Polymerase kit (NEB, M0491) were respectively used to amplify (i) the plasmid backbone encoding
the transposon and the tetracycline repressor, (ii) the synthetized fragment encoding the sgRNA and
the first 665 amino-acids of the hybrid protein dCas9-deaminase-UGI, (iii) the synthetized fragment
encoding the last 1067 amino-acids of the dCas9-deaminase-UGI hybrid protein and the puromycin
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resistance marker. PCR products were incubated with the Dpnl restriction enzyme (NEB, R0176S)
following the manufacturers recommendations. Both products were purified using the GFX™ PCR DNA
or Gel Band Purification Kit (GE-healthcare). The NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (NEB,
E5520S) was used to assemble DNA fragments and create the circular plasmids
pTi4.0_spCas9_rAPOBEC1 and pTi4.0_SpCas9_pmcDA1. Two pL of assemblies were used to transform
E. coli NEB 5a (NEB, C2987H). Transformants were screened after DNA extraction with the NucleoSpin
Plasmid kit (Macherey-nagel, 740588.50) and enzymatic digestion. Sanger sequencing of the targeted
locus was performed (Genewiz) for final verification.

For the plasmid pMT85_spCas9-pmcDA1, the pMT85-2Res-Genta backbone (53) was used instead of
the Mini transposon backbone. Primers G38/G39 were used to amplify a fragment containing the
sgRNA, deaminase complex and Tetracyclin repressor; and primers G36/G37 were used to amplify the
pMT85-2Res-Genta backbone. Cloning was performed using the same procedure as for pTi4.0 (see
above).

For the plasmid pMYCO1_spCas9-pmcDA1, the pMYCO1 backbone (oriC plasmid (54)) was used instead
of the transposon backbone. Primers D27/D28 were used to amplify a fragment containing the sgRNA,
deaminase complex, Tetracyclin repressor and puromycin resistance marker; primers D29/D30 were
used to amplify the pMYCO1 backbone. Cloning was performed using the same procedure as for pTi4.0
(see above).

For all CBE constructs, 20 nucleotides targets were added using the same process. Targets were
designed as oligonucleotides R and F. 10 pL of each primer (100 uM) were heated with 2 uL of Adv2
polymerase buffer (TAKARA, 639232) at 95°C during 5 min and cooled down slowly (-0,1°C/sec) to
room temperature. Plasmids were digested with BseRI (NEB, R0O581S) 2 h at 37°C. After purification,
targets sequences and plasmids were ligated using the T4 DNA ligase (Promega) overnight at 4°C.
Transformation of 2 pL of the ligation mix was performed in NEB 5a competent E. coli (NEB, C2987H).
Colonies were screened by digestion of the plasmids with BseRl and Kpnl restriction enzyme and target
sequences verified by Sanger sequencing (Genewiz).

Transformation of Mycoplasma species

Mycoplasma transformation were performed using PEG mediated protocol (61, 62). Late-log phase
mycoplasma cultures were transformed with plasmid DNA (20 pg). After transformation, cells were
resuspended in 1 mL of appropriate medium, incubated 2 hours at 37°C and plated onto selective solid
medium. After incubation at 37 °C for 3 to 10 days, single colonies containing deaminase construct
were obtained.

Induction of CBE:

For each mycoplasma species, transformants were picked and propagated in selective liquid media
during three passages (one passage is equivalent to a 1:100 dilution). At passage 3, fresh aTC (Abcam,
ab145350) (in ETOH 50%) was added to the culture at early logarithmic growth phase (~10 h for Mbov
and Mmm, ~24 h for Mgal), and let in contact with the cells until the stationary phase was reached (12
h for Mbov, 18 h for Mmm, 24 h for Mgal). A concentration of 0.5 ug.mL? of aTC was used in these
three mycoplasma species. After induction, cells were plated onto selective solid medium. After
incubation at 37 °C for 3 to 10 days, isolated clones were obtained.

Alternatively, induction was performed right after transformation. In this case, after the 2 h incubation
step at 37°C (recovery of the cells), antibiotics (puromycin or gentamicin) were added to the media for
two hours. Then, the base editor system was induced using fresh aTC (0.5 pg.mL?) for 12 h to 15 h
(overnight). Induced cultures were plated on selective media and incubated at 37°C with 5% CO..
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PCR screening of transformants

PCR screening was performed on all transformants before induction, after induction or on isolated
clones, using Advantage HF 2 PCR Kit (Takara, 639123). List of all the primers used for sites deamination
are detailed in SI.

EditR analysis

The EdiTR 1.0.10 software (https://moriaritylab.shinyapps.io/editr_v10/) was used to analyze and
quantify base editing at each position on the 20 nucleotides target (63). The analysis was performed
using the .ab files available after Sanger sequencing,

Whole genome sequencing of mycoplasmas

Genomic DNA of Mgal was extracted from a 10 mL culture using the Qiagen Genomic-Tips 100/G kit.
Genome sequencing was performed by the Genome Transcriptome Facility of Bordeaux. Long reads
and short reads were produced using a GridlON (Oxford Nanopore) and a MiSeq (lllumina),
respectively.

For Mmm_glpO mutant cl18_4, ONT sequencing generated 24,400 reads (Mean read length: 29,377
bp) and Illumina 1,044,350 read pairs. Analyses were performed on Galaxy (https://usegalaxy.eu/).
Mutations were detected after mapping on the Mmm T1/44 genome (CP014346.1). lllumina reads
were trimmed using Trimmomatic (V 0.38.1; Sliding Window 10, 20 ; Drop read below Minimal length
250), mapped using BWA-MEM (V 0.7.17.1), Samtools sort (V 2.0.3), MPileup ( V 2.1.1), and variants
were detected using VarScan mpileup (V 2.4.3.1; Minimum coverage 30, Minimum supporting read 20,
Minimum Base quality 30, Minimum variant allele frequency 0,8, Minimum homozygous variants 0,75).
Mutations are showed in Table S3. Genome assembly was performed using the following steps: ONT
reads were filtered using Filter FASTQ (V 1.1.5, Minimum size 45,000 bp), assembled using Flye
Assembly (V 2.6), polished using 4 rounds of Pilon (1.20.1) combined with Illumina short reads.
Assembled genome was compared to the Mmm T1/44 (CP014346.1) reference genome using MAUVE
software (64).

For the Mgal_ksgA mutant, the same procedure was used with 45,406 ONT long-reads (Mean read
length: 23,295 bp) and 851,806 Illumina short reads pairs using Mgal_S6 reference genome
(CP006916.3). For detection of SNV in Mgal, results were obtained by comparison with a previously
sequenced clone (accession number PRINA769398) to eliminate mutations that are present in the
laboratory clone.

For the Mbov_WT, the same procedure was used with 28,729 ONT long-reads (Mean read length:
27,460 bp) and 881,705 lllumina short reads pairs. Mutations of our lab strain were detected after
mapping Mbov_PG45 reference genome (CP002188.1).

For the Mbov_mnuA mutant cl3, the same procedure was used with 42,506 ONT long-reads (Mean
read length: 24,459 bp) and 910,742 Illumina short reads pairs. Mutations were detected after
mapping using the Mbov_PGA45 reference genome (CP002188.1). For detection of SNV in Mbov linked
to our CBE, the genome sequence of the Mbov_WT was used to eliminate mutations that are present
in the laboratory strain.

For the four Mmm_IS mutants the same procedure was used. Mmm_IS3 mutant cl 5.1.18 was
sequenced with 54,523 ONT long-reads (Mean read length: 22,424 bp) and 941,944 lllumina short
reads pairs. Mmm_IS3 mutant cl 4.1.2 was sequenced with 57,466 ONT long-reads (Mean read length:
20,074 bp) and 778,172 Illumina short reads pairs. Mmm_IS1634 mutant cl 3.1.11 was sequenced with
67,316 ONT long-reads (Mean read length: 22,647 bp) and 724,029 lllumina short reads pairs.
Mmm_151634 mutant cl 3.1.6 was sequenced with 31,875 ONT long-reads (Mean read length: 24,551
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bp) and 1,199,725 Illumina short reads pairs. For those four clones, mutations were detected after
mapping using Mmm T1/44 reference genome (CP014346.1).

SNP analyses

SNP found in all sequenced clones were analyzed manually. A summary can be found in Table S3. Blast
of the sgRNA sequence against DNA region around the SNP was performed. Two conditions were
established to consider SNV as sgRNA dependent off-target: (1) Presence of PAM sequence; (2) 70% of
sequence similarity on the first 12 nucleotides (considered as Seed-sequence).

Phenotypic assay in Mgal: kasugamycin resistance

Mgal S6 and Mgal_ ksgA mutant were cultured during 36h. Serial dilution were performed until 107.
20 L of each dilution were plated in Hayflick medium with or without kasugamycin and incubated for
10 days at 37°C (5% CO,).

Phenotypic assay in Mbov: nuclease activity

The nuclease activity assays on WT M. bovis PG45 and Mbov_mnuA mutant were performed as
described previously in Sharma et al. 2015 (46) with some modifications. Briefly, for each strain, 2 mL
of culture were prepared in SP4 medium. At late log phase, cultures were divided in 2x 1 mL and
centrifuged 10 min. at 7,000 x g, 10°C. A 1 mL sample was mixed with in 500 uL of nuclease buffer (25
mM Tris-HCl, pH 8.8, 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,) and another 1 mL sample was mixed with 100pL of
nuclease buffer in order to concentrate the mycoplasma cells (2 and 10 times respectively). Then, 2 pg
of circular plasmid DNA (pMT85_SpCas9_pmcDA1) or 500 ng of double stranded linear DNA (PCR
fragment) were incubated with 50 pL of each sample at 37°C during 5 or 60 minutes. At each time,
aliquots of 10 uL were removed and the reaction was stopped by addition of EDTA to a final
concentration of 20 mM. Aliquots were mixed with 6X loading buffer (Promega) and immediately
loaded on 1% agarose gels made in 1X TAE buffer.

Phenotypic assay in Mmm: H,0, production

Mmm T1/44 WT and glpO mutants were grown until pH=7. A drop of 20 pL of each culture was then
loaded on PPLO media plate and incubated for 48 hours. GlpO activity was evaluated using a qualitative
“on-the-plate” H,0; test that allows to detect the production of H,0; in response to the addition of a
glycerol-containing reaction mix (65). Briefly, 40 uL of glycerol reaction mix (H,O gsp 1,6 mL + DAB
(3,3'-Diaminobenzidine ; 9,6 mg) + 64 pL HCl (1N) + horseradish peroxidase (1,6 mg) + 64 pL of PDS
stock (CaCl, (1.5 mg.mL?), KCl (1.5 mg.mL?), NaHCO3 (0.625 mg.mL?), NaCl (56.25 mg.mL1)) are
spread carefully onto bacterial lawns and colored reaction are observed after 30 min and 2 hours of
incubation at 37°C. Mycoplasma colonies producing H,0, adopt a red-brown colour.
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3. Données supplémentaires de la publication

Table S3. Mutations detected in edited genomes after WGS

Mutant strain Mgal_ksgA  Mbov_mnuA Mmm_glpO Mmm_151634_3.1.6 Mmm_IS1634_3.1.11 Mmm_IS3_4.1.2 Mmm_IS3_5.1.18
Edited sites/targeted sites 2/2 2/2 3/3 54/55 52/55 22/22 22/25
1- sgRNA-guided off-target mutation 2 1 2 1 0 5 4
2- Spurious deamination 12 4 1 16 11 24 13
TC motifs on spurious deamination sites 9/12 2/4 1/1 14/16 7/11 14/24 10/13
3- Other mutation 14 6 2 2 3 7 7
Total number of mutations 28 11 5 19 14 36 24
Table S3a. d 1 in Mgal_ksgA edited genome after WGS ‘
genome | L ‘ i ‘ Gene ‘ Codon | Amino-Acid
Wanted
10130 Ic It [Gcw_Rs00055: KsgA [ [ _
10131 Ic [T |GCW_Rs00055: KsgA | Tot=2
sgRNA guided off-targets: TGACCAAAATATTATTAATAAGG
1313 Ic It [Intergenic - [- [TAAGCAATATATTAATAATACGG _
705465 |G [a | Gcw_Rs02960: PDXFFG protein |GcA-ACA |Ala-Thr  [TGATGCAACTAATATTAATAAGG Tot=2
Spurious
55373 c T GCW_RS00215: PstA ACA-ATA |Thr-lle TTACATTATTTGTTACGTTT
55583 C T GCW_RS00215: PstA TCA-TTA [Ser-Leu CTTCATGAAATCTGATTACA
275592 G A GCW_RS01220: Hypothetical TGC-TAC |Cys-Tyr GTGCAAGACGACAAAAATAT
387640 c T 16 - - TTTCATATATTAAGAAATTG
539449 G A GCW_RS02315: hypothetical protein TTC-TTT _|Phe TCATTATTAGTAATAAAAAATGG
609868 C T GCW_RS02580: arginine GAT-AAT _|Asp-Asn CATCTAAAACTAAATCGCTAAAG Tot=12
622663 G A GCW_RS02635: ribonuclease R CCA-TCA _|Pro-Ser GAACCAACCTTTAGTCAAGAG TC=9/12
639577 G A 16 - - TATCTAAAATGATTGTATTT
656814 G A GCW_RS02775: Cation transport protein CTG-TTG |Leu ATTCTGATTGAAGTTGGTGGAGT
Mgal_s6 663798 G A GCW_RS02800: truncated protein - - TCCCTAATTCTGAAAAATCTACGG
- 845264 c T GCW_RS03495: YitT family protein GAA-AAA |Glu-Lys TTTCACAGTCTGTTGAGTAGA
858949 C T threonine kinase GAT-AAT |Asp-Asn AATCATTCAGTTTGGTTGAATCTG
Others
136847 GAAAACA G IG - -
259371 CGAAGAAGAAGAA |C Promotor: GCW_RS01185 VIhA = =
464694 CGAAGAA © Promotor: GCW_RS01965 VIhA = =
486678 T TAAC GCW_RS02080: ABC transporter ATP-binding protein = =
586131 GAGTTGT G GCW_RS02465: VIhA - -
586403 TTC T Promotor: GCW_RS02465 VIhA - -
804250 A ACTT Promotor: GCW_RS03335 VIhA - -
10132 A T GCW_RS00055: KsgA TAA-TTA [STOP-leu
107452 G C GCW_RS00475: elongation factor Ts TCT-TGT _ [Ser-Cys
198639 G T GCW_RS00920:methionine--tRNA ligase CAC-CAA |His-Glu
252513 C A GCW_RS01165: amino acid permease ACG-ATG [Thr-Met
442414 T A Promotor: GCW_RS01895 - -
588853 T G GCW_RS02465: hypothetical protein ACA-TCA [Thr-Ser
622188 G T IG
Table S3b. detected in Mbov_mnuA edited genome after WGS | ‘
genome |Localisation | ive [Gene [codon[Amino-Acid [sequence
Wanted
187515 |c [T [MBOVPG45_0215: MnuA [ [ Tote2
187516 |C T [MBOVPG45_0215: MnuA | ot
sgRNA guided off-targets: ACATTACAATTTGGTTCTTCAGG
974237 |G [A [MBOVPG45_0405: MutM [cT6-cTA]Leu AAATGTAACTTTGATCTAACAGG Tot=1
Spurious
112595 G A MBOVPGA5_0957: 23S ribosomal RNA - CCACGCTTCCTAGAAAAGTT
181758 G A MBOVPG45_0955: tRNA Gly - - GTTCAATGGTAGAACACCAG Tot=4
Mbov_WT 488806 c T MBOVPG45_0825: lipoprotein GAT-AAT |Asp-Asn | CATCAATAAAAAGATTTTTC
553569 C T MBOVPG45_0765: truncated protein - - AAACCACATAATGCCGACTA
Others
232528 AC A MBOVPG45_0178: truncated protein - -
244083 C CGA Promoter: MBOVPG45_0168 type |l restriction-modification system |- -
574591 GC G MBOVPGA5_0242: IS - - Tot=6
577563 G GC MBOVPG45_0743: truncated protein - -
580909 A AC MBOVPG45_0740: truncated protein - -
867346 A AC MBOVPG45_0498: truncated protein = -
Table S3c. in Mmm_glpO edited genome after WGS |
fi genome |Localisati f |Alternative |Gene |Codon |" Acid
Wanted
1029926|C T GlpO CAA-TAA |Glu-STOP
1029929|C T Glpo CAA-TAA [Glu-STOP Tot=3
1029932|C T GlpO CAA-TAA |Glu-STOP
sgRNA guided off-targets: CAACAACAATACGATAACATTGG
Mmm_ T1/44 220532|C [T [ MSCT144_02030: UDP-glucose 4-epimerase ctt-ttt galE_[Ctt-ttt [Leu-Phe  [TGTAATCTTTACTATAACATTGG |
- 228315|C [T [MscT144_02090: UDP-glucose 4-epimerase ctt-ttt galE_|Ctt-ttt _ |Leu-Phe | TGTAATCTTTACTATAACATTGG
Spurious {0
1109604]C [T [MSCT144_10690: ABC transporter ATP-binding protein _|GTT-ATT |Val-lle CTTCTATTAGAAATATTAGT | Tot=1
Others
423841[TA [T [Promoter ISMmy: MSCT144_03990 [- [- Tote2
1190819|A |AC |Intergenic | | o
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Table S3d. Mutations detected in Mmm_IS1634_3.1.6 edited genome after WGS

Reference genome

Localisation ‘Reference ‘Alternative |Gene

|Sequence

Mmm_T1/44

sgRNA guided off:

AGACCAGATTGTTATAGGTATGG

3477326 [a [PtsG: MSCT144_03240 [AGCAATTATTGATATAGTTAAGG
Spurious deamination
12705]G A sugar transporter: MSCT144_00090 AATCCAATAGGAATCATTGC
87643|C T 165 ribosomal RNA: MSCT144_00760 CTTTCGTCCATTGTGAAAAA
179131]c T rpoC: MSCT144_01620 CTTCTAATAATCTATTAGCT
186427/G A VIhA: MSCT144_01670 TTCTAATGTAATAGATATGG
194514]C T Transglutaminase : MSCT144_01750 CATCTTAAATGACATAGTAT
227160(C T Promoter: glycosyltransferase : MSCT144_ 01860 AATCAGTCAGATGATAGTAA
294349(G A 151634 : MSCT144_02680 ATTCCTTTTTCATCAGTTGC
354549[C T Promoter nrdF : MSCT144_03310 TATCAAATTTATAATATAATGAG
361261|C T purB: MSCT144_03380 TCAAGTTAAAGAAATCACAG
395743|C T hypothetical : MSCT144_03770 CTTCATTATTACTAATTAAA
407045|C T VIhA: MSCT144_03850 AATCATAATTTATCATCATGAGA
602028|C A Virulence signal recognition : MSCT144_05830 ACCCACTTGCTTTAAAAAAT
782061|G A smc3: MSCT144_07480 TATCTTTTATTTGTTGATCA
839757|C T rnhB: MSCT144_07950 TAACCTTTATGAGATTTAAA
860886|C T der: MSCT144_08210 TATCATATTTATTAATTGCT
1018982[G A pdhB: MSCT144_09740 TTATCAAGGTGTACAGGTTATGA
Others mutation
423841[TA [T [Promoter ISMmy: MSCT144_03990
626488[T [ta [HrcA: MscT144_05990

Table S3e. Mutations detected in Mmm_IS1634_3.1.11 edited genome after WGS

Reference Localisation |Reference |Alternative |Gene |Sequence
sgRNA guided off-targets: AGACCAGATTGTTATAGGTATGG
Spurious deamination

43037 G A ftsX: MSCT144_00340 TATCAGTTATTAGCATAATT
107097 C T secA: MSCT144_00940 ATCCATTTTTTCTTTATTGT
112963 C T hypothetical: MSCT144_00990 AATCATATTCAAGAAAATAT
260537 C T hypothetical: MSCT144_02350 AACCTATAAAAAACATAATA
591883 G A Intergenic GATCAATATATTAATTTAAA

Mmm_T1/44 689817 G A nanK: MSCT144_06640 CATCTTTTATTGGAATAGTT

- 764572 C T cutC: MSCT144_07300 GCTCTATTAAAAGTAATTTT
869142 C T hypothetical: MSCT144_08280 ATTATCTAGAGTTATTATTTTGA
886219 C T hypothetical: MSCT144_08480 CTACAAATAATTATAAATAA
1077987 G A Intergenic ATCAAAAAGTACTTGAAATT
1172420 G A glcB: MSCT144_11280 TTTACCAATTGCAGCTTTATTAG
Others mutation

411886 G GA cof_1: MSCT144_04020
626488 T TA HrcA: MSCT144_05990
1088107 T TA Promoter hypothetical protein: MSCT144_10520

Tot=1

Tot=16
TC=14/16

Tot=2

Tot=11
TC=7/11

Tot=3
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Table S3f. Mutations detected in Mmm_IS3_4.1.2 edited genome after WGS

Reference genome |Localisation |Reference |Alternative |Gene |Sequence
sgRNA guided off-targets: ACAAGTGGAATACTATAAGTTGG
755798 G A Ipp: MSCT144_07230 TATCGTAATTATAAGTTGGA
852246 C T Promoter recU/gpsB CATCTTTTTCTAATACTATAATAAGG
852249 C T Promoter recU/gpsB CATCTTTTTCTAATACTATAATAAGG
852255 C T Promoter recU/gpsB CATCTTTTTCTAATACTATAATAAGG
1085088 G A Intergenic AACTTGGTAATACTATTGGTAGG
Spurious d ion

30920 G A rpsF: MSCT144_00280 CCATTTATTAAAAGAGAAGAAG
79992 C T Intergenic CTCATAAGTTATGTTTTTTATAA
79994 C T Intergenic CTCATAAGTTATGTTTTTTATAA
171467 G A Intergenic TTTTCTAATACTAATATAGG
185504 C T rplJ: MSCT144_01660 TATCAACAACTTTACCTTCA
327516 G A atpD: MSCT144_03030 ATCCATACCTAAAATTGCAATGA
383347 C T pdp: MSCT144_03580 GTAACTTCACATTTTCATCCTGG
412720 G A p37: MSCT144_03910 CCTCATCTTGGTTTTTTAAT
430810 G A ABC: MSCT144_04060 CAATTTTAATTAGACTTGCTTGA
449546 G A VIhA: MSCT144_04210 CAGCAACTCATCCTAATTTA
451269 C T Intergenic AATCATAATAAAGATCAATT
505056 C T hypothetical: MSCT144_04900 AAACCAAATACAAATAATAA

Mmm _T1/44 604117 C T |pp: MSCT144_05840 CATCATTAACTAGATTAAAT
622242 G A Pyrophosphatase: MSCT144_05950 AACCTTTAGGAATAAAAATA
623615 G A YidA: MSCT144_05970 TATCATTATGATTATCTCCA
648639 G A FtsX: MSCT144_06170 ATATCTGAAATATTAGAACTAGG
685555 C T Intergenic TCACGCACATAGGCGAGTCTAGA
703516 C T pdhD: MSCT144_06760 TATCACCAATTGCATAAATA
765868 C T metK: MSCT144_07310 CATCTCTTGCAACTTGTTCA
778493 G A hypothetical: MSCT144_07460 ATATCTTTGTAACTATATTTTGG
991514 C T engB: MSCT144_09520 CTTCATCAGCAAATAAAAGC
1033238 G A YrrK: MSCT144_09850 CAGCTAATTTTAGAACTATA
1042195 C T Intergenic TATCTACATTATCTGTATTT
1071422 C T Promoter defB : MSCT144_10280 CATCCATATTATAGCAAAATAGA

Others mutation

748443 C CT Promoter dUTPase :MSCT144 07160
1190819 A AC Intergenic
351768 T C smpB
540973 T C MutM
627026 T C hrcA
789929 A G Hypothetical
843507 T C rimH

Table S3g. Mutations detected in Mmm_IS3_5.1.18 edited genome after WGS

Reference ge|Localisation |Reference |Alternative |Gene Sequence
sgRNA guided off-targets: CATATAAAAACCCCATTTCCTGG
193168|C T Close IS3 GGACATATAAAAACCCCATT
193217|G A Close IS3 CCCCCGAACCCCATATTCCGGAC
193219|G A Close IS3 CCCCCGAACCCCATATTCCGGAC
193220|G A Close IS3 CCCCCGAACCCCATATTCCGGAC
Spurious deamination
1523|G A Intergenic TTCTATTTCTATTTCTAAAT
45788|C T Permease: MSCT144_00360 CAACTCCACCAGCAACAGTTGTAG
154903|C T 1S1634: MSCT144_08700 AATCATAATACATCATTTTT
339948|G A Intergenic TATCTTATTTTATAATCATT
407651|C T hypothetical: MSCT144_03860 TCACTAGAAGAAGACAAGATTGA
451269(C T Intergenic AATCATAATAAAGATCAATT
473936(C T MalR: MSCT144_04490 AATCTAGTACAAAGAATAAATGA
Mmm _T1/44 680010(C T Hypothetical: MSCT144_06490 GATCTTATACAAATATCAAA
747201|C T treB: MSCT144_04500 TCTCGCCTTAGATTAGTTTT
827223|C T nadD: MSCT144_07800 GATCAAAACTACCACCAAAT
1003678|C T thil: MSCT144_09610 TTATCATAAGTAATTACAGG
1093554|G A hypothetical: MSCT144_10560 GAACCATTTCCTGGTTTATAAGG
1096091|C T fic: MSCT144_10590 TATCATCTTGACTAATTTTT
Others mutation

748443|C CT Promoter dUTPase :MSCT144_07160

351768|T C ssrA

540973|T C mutM

627026|T C hrcA

679866|C A Hypothetical

789929|A G hypothetical

843507|T C rlmH

Tot=5

Tot=24
TC=14/24

Tot=7

Tot=4

Tot=13
TC=10/13

Tot=7
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CHAPITRE 4 : Construction d’un outil universel pour des bactéries a faible efficacité de
recombinaison : les systémes Base-Editor

4. Données et discussions supplémentaires non publiées

Cette derniére étude répond de maniere directe a la nécessité d’'un outil universel
permettant la modification précise de I'ADN pour de nombreuses especes de
mycoplasmes. Les systemes de bases éditions sont les outils chirurgicaux parfaits pour
une expérimentation rapide et facile d’emploi. Les nombreuses mises en évidence de leur
efficacité dans notre étude sont autant de preuves de concept importantes pour
I'ingénierie génomique de trois especes majeures de mycoplasmes pathogénes d’animaux
d’élevage. Cet outil permet donc I'inactivation rapide de génes d’intéréts sous condition
de la présence d'une séquence cible dans celui-ci. Ceci ouvre ainsi la porte pour des études
fonctionnelles chez ces trois mycoplasmes, mais aussi vraisemblablement chez d’autres

especes plus ou moins proches.

Au cours de ce travail, des essais ont également été réalisés avec la Cas9 endogene de Mgal
comme systeme d’édition de base. Ce remplacement de la composante Cas9 du systéme
CBE permettrait, par exemple, d’étendre grandement le nombre de cibles potentielles que
I'on trouverait dans un génome de mycoplasme. Des résultats tres variables ont été
obtenus lors de nos essais, avec une cible sur cinq montrant une désamination effective.
Le systeme actuel ne semble donc pas assez efficace pour induire 1'édition de base. Une
alternative pour augmenter le nombre de cibles possibles serait 'utilisation des variants
de Cas9 tel que le variant VQR spécifique des PAM NGA qui est décrite comme
fonctionnelle en systeme de base édition et qui nécessite peu de modifications sur la
séquence de spCas9 (Anzalone, Koblan and Liu, 2020). Les systemes d’adénine
désaminase pourront également agrandir la boite a outils pour de I'édition de base chez

les mycoplasmes (Gaudelli et al., 2017).

Finalement au laboratoire, cet outil est d’ores et déja en pleine application chez plusieurs
espéces, dont M. agalactiae chez qui il est également fonctionnel. Ceci cloture la partie
développement d’outils génétiques de mon travail et répond de maniére satisfaisante aux

objectifs qui fixés au début de ma these.
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION : Discussion générale

1. DISCUSSION GENERALE
Ma theése s’est articulée autour de deux orientations distinctes mais liées :

- L’étude des systemes CRISPR chez les mollicutes et plus spécifiquement chez M.
gallisepticum

- Le développement d’outils d’'ingénierie de génome chez les mycoplasmes

Afin d’apporter un nouvel éclairage sur mon travail, je vais revenir, dans une premiere
partie de cette discussion, sur les systéemes de défenses de mycoplasmes et leurs
probables roles dans un environnement naturel en me basant principalement sur Mgal
mais en ouvrant également le propos a d’autres especes. Cette discussion présente une
vision générale et pose un certain nombre d’hypothéses qui pourraient faire I'objet de
futurs axes de recherche. Dans une seconde partie, je m’efforcerais de décrire une
méthodologie possible dans l'optique de réaliser de l'ingénierie de génome chez les

différentes especes de mycoplasmes.

1. Lessystemes de défense chez les mycoplasmes

Malgré une évolution marquée par des pertes importantes de genes, partiellement
compensée par des acquisitions issues de transferts horizontaux, il semble que bon
nombre de mollicutes ont conservé un systéme CRISPR dont la fonction primaire est la
défense contre l'invasion par des ADN exogénes. En effet, de nombreuses espéces
possédent encore ce systéme et on observe, chez certaines especes ou souches
particulieres, une dégradation du systéme voire méme son élimination totale qui peut étre
interprétée comme une diminution de la pression évolutive sur ce systéme (Delaney et

al, 2012; Ipoutcha et al.,, 2019).

L’analyse approfondie du systéme CRISPR de Mgal, nous a permis de voir a quel point le
systéme est dynamique chez ce mycoplasme. Chez les souches de roselin, on constate : (i)
le changement de spécificité de Cas9 via I'évolution de sa séquence protéique et (ii)
I'inactivation du systéme chez les souches post-2007 avec une perte totale du systéme ou
une mutation dans le gene cas9 qui entraine I'apparition d’'un codon-stop. Ceci tend a
montrer un systeme labile, dont I'évolution peut étre rapide, au moins dans certains
contextes de pression évolutive. De ce point de vue, il est intéressant de noter que, malgré

I'inactivité probable du systeme dans toutes les souches de roselin (HF) isolées aprés
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Figure 22: Ilot de défense chez Mycoplasma gallisepticum. Représentation de la région autour
du locus CRISPR dans le génome de différentes souches représentatives de Mgal. Une ancienne
souche de poulet (S6), une récente souche de poulet (KUVMG), une souche de roselin pre-2007
(CA06) et une souche de roselin post-2007 (AU2013_0Y79).
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2007, 1a non-dégradation du locus chez la plupart des isolats laisse a penser qu'il pourrait
étre, malgré tout, soumis a une pression de sélection pour étre maintenu « en attente de
réactivation » par sélection purifiante s’il venait a étre a nouveau essentiel. Chez les
souches de poulet, le systéme semble persister a I’état actif, comme en témoigne 'analyse
du génome d’une souche de Corée du Sud isolée de poulet en 2019 (KUVMG). Une étude
plus large des souches circulant actuellement dans les volailles permettrait de confirmer

cette différence majeure d’évolution du systéme CRISPR selon ’héte de Mgal.

Finalement ce contraste entre évolution et stabilité semble démontrer qu’il existe des
pressions de sélection qui ont poussé le systéme a rester actif ou a s’inactiver au cours du
temps selon I'environnement de la bactérie. L’ensemble de nos observations suggere
donc que le systeme CRISPR de Mgal évolue de maniére rapide, avec un changement
de spécificité de Cas9 et une dynamique conjointe d’inactivation et de maintien du

systéeme CRISPR au fur et a mesure de I’évolution de la bactérie dans le nouvel hote.

Pour aller plus loin, nous nous sommes intéressés aux autres systemes de défense de
Mgal. Parmi les deux systémes de Restrictions-Modifications connus, 'un d’eux est
retrouvé co-localisé avec le systeme CRISPR. Or, il est maintenant admis que les systémes
de défense sont le plus souvent rassemblés dans des ilots de défense, ce qui facilite leurs
échanges entre bactéries (Bernheim and Sorek, 2020). La plupart des articles cités en
introduction a propos des nouveaux systémes de défense sont tous basés sur une méme
méthode de détection de nouveaux systemes. Cela consiste a regarder les genes autour de
systémes de défense bactériens connus. En regardant de plus pres la région génomique
du locus CRISPR des différentes souches de Mgal (Figure 22), on peut observer deux
autres groupes de génes intéressants. Le premier correspond au systéme letA-letS
récemment découvert (Gao et al, 2020) et caractérisé comme un systeme Toxine-
Antitoxine fonctionnel chez Mmc (Hill et al.,, 2021). Le second code une serine peptidase
putative de la famille S8, non caractérisée et tronquée. Si I'on va plus loin dans le temps et
que 'on compare avec une souche récemment isolée de poulet KUVMGO001 (Song and Lee,
2021), le géne de la sérine peptidase S8 a été éliminé et remplacé par une transposase
associée a la famille des IS256. En revanche chez la quasi-totalité des souches de roselin
(excepté celles ayant perdu le locus CRISPR), le géne semble complet, sans mutation et la
peptidase pourrait donc bien étre fonctionnelle. Ces protéines sont répandues dans le

monde du vivant, chez les plantes par exemple, elles sont connues comme étant des
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systemes de défenses en réponse a des stress environnementaux (Figueiredo, Sousa Silva
and Figueiredo, 2018). Chez certaines bactéries elles vont avoir un réle dans la spécificité
de liaison a un substrat (H.-]. Li et al., 2016) ou méme dans I'évasion a I'immunité innée
deI'hote (McKennaetal, 2021). Derniérement, leurs réles dans des systemes de défenses
bactériens ont également été démontrés, comme c’est le cas pour letS qui code une sérine
peptidase de la famille S8 (Gao et al,, 2020). En comparant également le systéme de
Restriction-Modification, chez la majeure partie des souches autres que la souche S6 (Voir
partie résultat), on observe son élimination et son remplacement par une transposase
associée a la famille des IS256 (observé également pour le second systéeme de restriction).
Ces éléments suggerent qu’il existe un ilot de défense chez Mgal, et que celui-ci est
particulierement dynamique, avec des profils d’activation ou d’inactivation des
systéemes différents entre les souches. Cette analyse plus globale permet de
replacer I'évolution du systéme CRISPR dans un contexte plus large, impliquant une
dynamique évolutive globale des systémes de défense de Mgal, marquée par des

événements successifs d’activation et d’'inactivation de ces systéemes.

Cet ilot de défense chez Mgal comprendrait donc a minima trois systémes déja
caractérisés comme systéme de défense chez d’autres systémes bactériens. Un systeme
R-M, un systéme CRISPR et un des nouveaux systémes caractérisés letA/letS. Cet exemple
illustre bien le fait qu’il existe plusieurs types de systémes de défense chez les
mycoplasmes, ces systemes n’étant pas mutuellement exclusifs. Les systémes R-M sont
retrouvés en trés grand nombre chez les mycoplasmes qui représentent le deuxieme
groupe de bactéries en termes de nombre de systemes R-M apres Helicobacter (Oliveira,
Touchon and Rocha, 2014). Le trés récent travail de I'équipe du Pr. J. Jores de I'Université
de Berne a montré la présence de trois systémes de types Toxines-Antitoxines
fonctionnels chez Mmc et présents chez différents membres du cluster Mycoides (Hill et
al, 2021). Ces derniers pourraient avoir un rdle dans la défense contre les phages comme
cela a pu étre montré chez d’autres bactéries avec le systeme ToxIN-ToxN chez E. coli ou
I'antitoxine est activée lors du blocage de la transcription de I'h6te par le phage et la toxine
va donc agir en dégradant I'’ARN (Guegler and Laub, 2021). Nous nous sommes alors
intéressés aux systemes présents plus largement dans les différentes espéces de
mycoplasmes, en utilisant notamment I'outil PADLOC récemment publié par le
JacksonLab de I'Université de Otago (Payne et al., 2021). Ce dernier permet d’analyser un

génome par la recherche de systemes de défense connus comprenant 'ensemble des
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nouveaux systémes récemment identifiés. Il nous a, par exemple, permis d’identifier le
systeme letA-letS (Gao et al., 2020) retrouvé chez Mgal, mais aussi un systeme de type
CBASS (Cohen et al, 2019) chez Mycoplasma canis, Tmn (Gao et al, 2020) chez M.
capricolum subsp. capricolum, ou encore LmuA (Doron et al., 2018) chez Mycoplasma

conjunctivae.

Si on poursuit I'étude, au sein de ces clusters de systémes de défenses, on retrouve
également trés souvent des génes codant des protéines de surface variables qui peuvent
avoir un role dans la variation antigénique contre le systéme immunitaire de ’héte (Citti,
Nouvel and Baranowski, 2010). La présence de tels genes dans ces loci trés dynamiques
peut étre associée a une tendance commune a étre transmis par HGT. Une autre hypotheése
est toutefois possible : il se pourrait qu’en premier lieu les protéines variables de surface
des mycoplasmes puissent avoir un role dans la défense contre les bactériophages en
éliminant ou en masquant le récepteur d’entrée du bactériophage. En effet, les récepteurs
bactériens permettant I'entrée des phages sont divers et variés (Hantke, 2020) et des
lipoprotéines de surfaces ont déja été identifiées comme des récepteurs permettant
I'entrée de certains phages (Gueguen et al, 2014). Ainsi une double fonction de ces
protéines de surface pourrait étre envisagée, leur évolution rapide permettant alors au
mycoplasme de déjouer les attaques de bactériophages et d’échapper au systeme
immunitaire de I'h6te. Une telle hypothése serait en accord avec le fait que chez Mgal, la
variation de surface est observée bien avant I'apparition d’anticorps contre la bactérie
(Pflaum et al., 2015), ce qui sous-entend que ce n’est pas la simple pression de sélection
par le systeme immunitaire qui régit la sélection des variants de surface. De maniére
intéressante, on pourrait méme relier 'absence de paroi chez les mollicutes au
mécanisme hors du commun de Streptomyces MBT86 qui est capable de perdre sa paroi
transitoirement en réponse a une attaque de phages pour augmenter la survie de la
population bactérienne (Ongenae et al, 2021). L’ensemble de ces données semblent
montrer que de nombreux systémes de défense bactériens divers et variés sont
présents au sein des espéces de mycoplasmes et pas seulement chez Mgal. Sur un
plan expérimental, ces systemes pourraient aussi expliquer certains problémes de
transformations observés au laboratoire pendant la these dans certaines espéces ou

souches particulieres de mycoplasmes.

218



DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION : Discussion générale

Sil'on imagine que 'environnement phagique au moment de I'émergence de Mgal dans le
nouvel hote posait probléme a la bactérie, il serait normal que ces bactéries développent
plusieurs mécanismes de résistances aux bactériophages. Cela va de pair avec le
changement de spécificité de MgCas9 et son maintien actif durant les premiéres années
de I'émergence chez les roselins, mais aussi avec la réactivation de la peptidase S8
présente dans un ilot de défense et avec la tendance des premieres souches de Mgal
récoltées lors du début de I'épidémie chez le roselin a envahir plus facilement les
fibroblastes (Dowling, Hill and Bonneaud, 2020). En diversifiant les stratégies de
défenses, voire leur capacité a devenir intracellulaire, ces souches ont alors pu augmenter
leurs chances de persister et d’émerger dans ce nouvel héte. De maniére plus générale, le
« combat » entre phages et bactéries pourrait imposer aux mycoplasmes une
pression évolutive sans doute bien plus importante qu’envisagée et la présence de
nombreux systémes de défense chez ces bactéries minimales tend a montrer
qu’elles sont certainement exposées a de nombreux phages et autres éléments
mobiles. C’est une idée qui est en accord avec les récents travaux chez M. bovis dans
lesquelles sont retrouvés des ICEs et des traces de prophages intégrés aux génomes de

différentes souches a différents endroits du génome (Garcia-Galan et al., 2021).

En résumé, le changement de spécificité de MgCas9 de Mgal en lien avec un événement de
changement d’hote interpelle. Si on note la présence de nombreux systemes de défense, il
est probable que de nombreux phages et éléments mobiles soient présents dans
I'environnement des mycoplasmes. Lorsque la balance bénéfice-coit d’'un systéme
CRISPR n’est plus en faveur de son maintien (Koonin, 2019), il peut étre rapidement
éliminé. Cette pression est sans doute particulierement forte chez des bactéries comme
les mycoplasmes qui tendent globalement a la réduction de génome. L’évolution de la
spécificité plutét que son élimination pourrait alors s’expliquer par un bénéfice important
pour Mgal, dans le contexte de 'adaptation a un nouvel hote. Plusieurs questions peuvent

alors étre posées :

- Est-ce que Mgal s’est adapté a un nouvel environnement phagique rapidement par
évolution de son systeme CRISPR apres le changement d’hote ou est-ce que 'avantage
conféré par une spécificité de MgCas9 modifiée avant le changement d’héte a permis

I’établissement dans cette nouvelle niche écologique ?
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- Side nombreux phages et éléments mobiles sont présents dans une niche écologique,
est-ce qu’ils ne peuvent pas freiner 'émergence et la persistance d'une bactérie ?

- De maniere plus extréme, les mycoplasmes possédant déja de trés nombreux facteurs
de virulence permettant de résister a un hote, I'environnement phagique serait-il
I’élément central pour que ces bactéries sans paroi s’établissent dans un nouvel héte
proche ? De maniére plus générale, la virulence contre I'hdte est un facteur important
pour la survie de la bactérie, mais ne négligeons-nous pas 'importance du « combat »

bactérie-phage qui pourrait inhiber I'établissement initial de la bactérie dans un hote ?

L’infection d’'un hote par une espéce de mycoplasme pourrait alors étre le résultat d'une

interaction biologique tripartite : Hotes - Bactéries - Phages.

Pour aller plus loin, les HGT sont des moteurs d’évolution importants chez les bactéries
et chez les mycoplasmes. IIs pourraient étre en partie responsables de la dynamique des
systémes de défense comme chez de nombreuses bactéries (Bernheim and Sorek, 2020).
Chez Mgal, ils ont également permis l'acquisition de facteurs de virulence importants
provenant de Mycoplasma synoviae un autre mycoplasme aviaire, comme la protéase CysP
(Cizelj et al, 2011), des protéines variables de surfaces (Sirand-Pugnet, Lartigue, et al,
2007) et le systeme de clivage des anticorps MIB-MIP (Arfi et al, 2016). Pourtant la
présence de nombreux systemes de défense devrait limiter ceux-ci. Des interrupteurs
naturels sont capables d’activer ou inactiver ces systemes de défenses. Par exemple, chez
Neisseria gonorrhoeae des systémes de restriction qui seraient associés a une fonction de
régulation du flux d’ADN entrant (Sdnchez-Busoé et al, 2019). Ce genre de systeme de
restriction est retrouvé chez M. pulmonis (Dybvig, Sitaraman and French, 1998), Mmc
(Algire et al, 2012) ainsi que d’autres mycoplasmes. Ces variations d’activité permettent
une adaptation rapide aux changements environnementaux. Sans ces interrupteurs,
I'avantage qu’'un élément mobile doit conférer a la bactérie pour rendre la balance
bénéfice-colit favorable a I'élément mobile, doit étre extrémement important. Finalement,
on peut imaginer que l'introduction de mutations rendant inactif un systéme de défense
comme on l'a vu dans Mgal, permet une diversité des systemes de défenses dans une
population bactérienne (actifs, inactifs, éliminés). Ceci pourrait étre vue comme un
interrupteur naturel favorisant ou non les événements de HGT dans certaines cellules qui
sont par la suite sélectionnées lors de changements environnementaux. L’apparition

d’une résistance chez le nouvel héte roselin pour lutter contre la bactérie Mgal en 2007
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Figure 23 : Modele d’évolution du systeme CRISPR dans le contexte de I'émergence et
I'adaptation de Mgal chez le Roselin. Les principales étapes de I'’émergence de Mgal chez le
roselin et les données documentées dans la littérature and dans cette thése sont indiquées. Le
modeéle proposé integre la balance bénéfice-coiit du systéme CRISPR et les différents parametres
qui vont intervenir dans la modulation de celle-ci.
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pourrait étre I'un de ces facteurs environnementaux qui aurait éteint l'interrupteur du

systéme CRISPR.

Les systémes de défense pourraient donc étre a la fois une défense importante
contre les phages avec un réle dans la colonisation d’'une niche écologique nouvelle

mais aussi un systéme de régulation des éléments mobiles (Figure 23):

- Les systémes seraient stables lors d’une situation écologique pour laquelle la bactérie
est adaptée depuis un long moment (Exemple de la bactérie Mgal chez le poulet avec
un systeme CRISPR actif, un systéme letA-IetS actif, un systéme putatif parfois inactif
composé d’une peptidase S8).

- Lors d’'une modification majeure de I'environnement écologique, ils peuvent étre
conservés si la balance Bénéfice-Colit est toujours en leur faveur (Exemple de
I'émergence de Mgal dans le nouvel hote ol il semblerait méme qu’une évolution de la
spécificité de la Cas9 soit nécessaire).

- Mais en condition de faible pression de sélection imposée par les phages et de forte
pression imposée par I'évolution des systémes de défense immunitaires de I'hote, les
systemes de défense de la bactérie pourraient étre un frein a une évolution plus
poussée de la bactérie via 'acquisition de matériel génétique (Exemple de I'adaptation

du roselin en 2007 lié a la perte de fonctionnalité du systeme CRISPR en 2007 chez
Mgal).

Pour le moment il n’existe aucune preuve, mais les éléments que 'on a pu voir suggerent
fortement un role tres important des systemes de défenses pour la protection et
I'évolution des mycoplasmes et leur émergence dans de nouveaux hétes. L'axe de
recherche serait intéressant a approfondir ; il s’agirait d’'une part d’identifier des ilots de
défense et de caractériser leur fonctionnement et la synergie des éléments qu'ils
rassemblent. Pour rappel, les mollicutes ont un code génétique atypique limitant les
transferts horizontaux vers d’autres classes bactériennes ce qui implique un isolement
génétique important et la présence possible de protéines uniques aux fonctions inédites.
D’autre part, il serait intéressant de concevoir des expérimentations chez I'animal pour
étudier s’il existe ou non, un lien entre le « défensome » du mycoplasme et sa virulence

dans son contexte écologique naturel.
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2. La boite a outils : développement de nouveaux outils et de nouveaux modeéles

Les mollicutes sont des organismes dont I’étude reste ralentie par de nombreux obstacles
qui persistent pour manipuler leur génome. Durant ma these, le deuxiéme objectif majeur
concernait le développement de la boite a outils pour l'ingénierie des mycoplasmes.
Comme j'ai pu 'expliquer précédemment, trois outils majeurs ont été mis au point. De
nombreux parameétres sont a prendre en compte lorsque I'on veut réaliser de 'ingénierie
génétique dans une espéce en particulier. Dans cette partie de la discussion, je vais
repositionner les outils développés durant cette thése, essayer de décrire ce qu’il reste a
faire pour compléter la boite a outils chez les mollicutes, et présenter un « mode
d’emploi » pour I'ingénierie de génome avec une réflexion sur I'ensemble des parameétres

a prendre en compte.
2.1. Les outils développés
Finalement durant cette thése, trois principaux outils d’'ingénierie ont été construits :

- Le premier est l'outil de contre-sélection basé sur la protéine endogene de
mycoplasme MgCas9. Celle-ci semble fonctionnelle dans la plupart des espéces de
mycoplasmes testés (Mcap, Mmm, Mgal, Mpulm), qu’elles soient phylogénétiquement
éloignées ou non. Plusieurs plasmides « All-in-one » sont maintenant disponibles pour
la communauté dans le but de sélectionner des événements génétiques rares tels que
I'excision d’une ICE.

- Le systeme de recombinaison RecET basé sur des systémes SSAPs que j’ai développé
chez Mgal est le second outil de ce type a étre utilisé chez les mycoplasmes, apreés le
développement réalisé chez M. pneumoniae (Pifiero-Lambea et al.,, 2020). Malgré une
efficacité limitée, il permet ainsi de développer les possibilités d'ingénierie de génome
chez Mgal et il serait intéressant de tester ce systéme dans les différentes espéces en
utilisant les vecteurs et les promoteurs adaptés.

- Finalement, l'outil d’édition de base, qui permet la modification précise de I'’ADN et
ainsi I'inactivation ou la réactivation de genes codant une protéine d’intérét. Il est
efficace et rapide d’utilisation et semble fonctionnel dans un large panel d’espece de
mycoplasmes phylogénétiquement éloignées (Mgal, Mmm, Mbov et M. agalactiae).
Trois plasmides différents contenant le systeme seront ainsi offerts a la communauté

scientifique et peuvent permettre des essais tres rapide dans I’espece de leur choix.
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2.2. Amélioration des outils construits

L’utilisation de I'outil de contre-sélection par I'’endonucléase Cas9 endogene de Mgal
pourrait étre optimisée via I'utilisation d’'un promoteur inductible. Celui que nous avons
essayé, le pxyl-tetO2 (Breton et al, 2010) n’est pas suffisamment réprimé en absence
d’inducteur puisqu’une fuite importante est observée, qui se traduit par un effet toxique
de contre sélection de la population bactérienne. Le promoteur optimisé de 2016
(Mariscal et al, 2016) est une solution envisageable, mais il serait intéressant d’en
développer un nouveau pour avoir plusieurs choix possibles. Le contréle dans le temps et
I'induction a volonté de la coupure du chromosome permettrait d’'imaginer de plus
nombreuses applications ainsi que de laisser plus de temps a la bactérie pour des

événements rares tels que la recombinaison.

Concernant I'utilisation d’un systéme de recombinaison exogéne, quelques améliorations
sont possibles. Tester d’autres systémes éloignés phylogénétiquement ou découvrir un
systéme efficace proche, devraient étre les leviers principaux. Le systéme que nous avons
développé est fonctionnel chez Mgal et permet toutes sortes de modifications, mais au vu
du faible nombre de recombinants obtenus lors de nos expériences, une simple perte
d’efficacité de transformation pourrait empécher I'obtention de recombinants. Cette
limite pourrait ainsi empécher 'utilisation du systéme dans d’autres especes. L’essai
d’une utilisation du systéme RecET exprimé a partir d'un plasmide oriC pour conserver
une expression stable entre les clones, ou d'un plasmide oriC portant une matrice de
recombinaison, pourrait aider a l'obtention de plus nombreux recombinants. Pour
effectuer de plus grandes modifications, la méthode RAGE appliquée a M. pneumoniae
(Garcia-Morales et al., 2020), pourrait étre une solution intéressante. Le systéme RecET

servirait alors a I'ajout des sites lox dans le génome de la bactérie.

Concernant l'outil le plus universel, le systeme CBE d’édition de base, nombreuses
améliorations sont possibles. Tout comme pour le systétme de contre-sélection, un
promoteur inductible sans fuite réduirait le bruit de fond de mutations off-target de type
« spurious deamination ». L’utilisation d'un variant HF (High Fidelity) de spCas9 limiterait
également les off-targets dépendantes du sgRNA. Finalement la principale limite de ce
systeme est le nombre de cibles disponibles étant donné que le systéme est restreint a la
présence d’'une séquence PAM combinée a un codon pouvant devenir un codon-stop dans

la bonne fenétre d’action. Un travail spécifique sur l'utilisation de la protéine endogene
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Figure 24: L'ingénierie des mycoplasmes pour les Nuls. Description des trois étapes
nécessaires vers l'utilisation d’outils d’ingénierie chez une espéce de mycoplasme. Les plasmides
déja utilisés pour un systéeme d’'ingénierie sont représentés: plasmides suicides (Bleu),
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MgCas9 pour de I'édition de base ou des variants de spCas9 avec une spécificité de PAM
NGA pourrait permettre d’accroitre fortement le nombre de cibles possibles pour les
especes ayant un génome riche en AT comme les mycoplasmes. La derniere amélioration
majeure de cette boite a outils concerne l'essai de I'adénosine désaminase ecTadA

permettant un autre type de mutation, de A:T vers G:C.
2.3. Guide pour l'ingénierie d’'une espece de mycoplasme

Finalement, lorsqu’on veut faire de I'ingénierie de génome de mycoplasmes, ou plus
largement, de mollicutes, plusieurs parametres sont a prendre en compte. Ceux-ci seront
détaillés ci-dessous et leur identification provient souvent des questions que nous avons
di{ nous poser au laboratoire pour pallier les problémes rencontrés (Figure 24). Pour
toute ingénierie de génome, chez les mycoplasmes, I'étape de transformation bactérienne
est essentielle. Trois protocoles ont été décrits dans la littérature chez les mollicutes : la

conjugaison bactérienne, I'électroporation et la transformation au PEG.

Ainsi, la premiére étape sera de développer, s’il n'existe pas déja, un protocole de
transformation pour l'espece, voire la souche d’intérét. L’électroporation et la
transformation au PEG sont les deux méthodes les plus utilisées dans de nombreuses
espeéces de mycoplasmes (Table 4). L’optimisation du protocole de transformation pour
chaque bactérie est une étape importante et peut permettre de rendre possible certaines
applications. La présence de nombreux systémes de défense contre ’ADN et notamment
de systemes de Restriction-Modifications peut s’avérer étre une barriere a la
transformation. La présence d'un motif de coupure sur un plasmide a transformer peut
s’avérer étre délétere par exemple. Il existe des méthodes de méthylation in vitro de '’ADN,
a partir d’extraits cellulaires de la bactérie qui peuvent permettre de dépasser cette
barriere (Lartigue et al,, 2009). Une autre barriere importante est la sélection antibiotique
utilisée. En effet, il s’est avéré qu’entre deux souches d’'une méme espeéce, une différence
importante de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) pouvait étre observée et que
la calibration de la concentration de I'antibiotique utilisée permettait d’augmenter de
maniere importante l'efficacité de transformation de la souche considérée. L’utilisation
d’'un autre antibiotique, d’'un autre promoteur régissant l'expression du gene de
résistance ou d'une autre souche de I'espece sont aussi des facteurs pouvant moduler
significativement le résultat de la transformation. Réaliser une mesure de CMI pour

différents antibiotiques et identifier un promoteur fort fonctionnel dans I'espece choisie
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(comme le promoteur Tuf) sont des étapes préliminaires a ne pas négliger. Le choix du
plasmide utilisé est important, d’'une part pour le développement du protocole de
transformation et d’autre part, comme vecteur, selon l'application envisagée. Des
différences d’efficacité importantes, selon l'utilisation d'un plasmide oriC ou d'un
transposon, peuvent étre observées d’'une espece ou d'une souche a l'autre. Il est donc
parfois nécessaire d’essayer les différents transposons disponibles chez les mycoplasmes
ainsi que de construire et essayer un plasmide oriC spécifique de 'espéce ou provenant
d'une espéce trés proche. Si malgré tout cela, la transformation reste inefficace, la
derniere solution reste la plus difficile a mettre en place, mais la plus puissante, qui
implique la transplantation de génome. Il s’agit d’abord de cloner le génome de la bactérie
danslalevure par les nombreuses méthodes actuellement disponibles, puis de le modifier

dans la levure et, finalement, le transplanter dans une cellule receveuse adaptée.

Si un protocole de transformation est disponible, il s’agira alors de passer a l'étape
suivante et choisir une des stratégies d’'ingénierie. Des promoteurs fonctionnels dans les
espeéces ciblées sont nécessaires pour l'expression de génes d'intérét. Chez les
mycoplasmes, il existe les promoteurs utilisés couramment, comme le promoteur du gene
de la spiraline de S. citri ou le promoteur synthétique SynMyco qui sont fonctionnels chez
de nombreuses especes. L'utilisation de promoteurs endogénes comme le promoteur du
gene tuf est également de plus en plus courante. Ils permettront d’exprimer les différents

outils qui seront utilisés.

Le but de I'ingénierie oriente ensuite vers le systéme a tester ainsi que le choix du vecteur

de transport:

- Pourl'inactivation d’'un gene chez une espéce d’intérét, I'utilisation d’un plasmide oriC
contenant une matrice de recombinaison peut étre expérimentée plutdt facilement,
mais pour une obtention rapide et efficace, I'utilisation d’'un systéme Base Editor
semble étre la meilleure option.

- Pourde pluslarges modifications avec insertions, délétions ou multiples modifications
de nucléotides, la recombinaison naturelle avec des plasmides oriC peut s’avérer
efficace chez certaines espéces (Table 4), mais elles sont rares. L’apport d’'une
protéine RecA hétérologue sur ce méme plasmide oriC a également été décrite dans
d’autres espéces (Table 4). Mais l'utilisation d'un systéme de type RecET est sans

doute une option plus intéressante. Actuellement cette méthode n’est fonctionnelle
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qu’a partir d'un transposon qui integre le systéme dans le génome et permet
I'obtention d’une souche exprimant le systéme. Une seconde transformation par une
matrice présente sur un plasmide suicide, permet alors la recombinaison. Les
efficacités de I'ensemble de ces stratégies étant limitées, elles pourraient s’avérer
inadéquat pour des recombinaisons de fragments de plus de 1 ou 2 kb.

- La méthode RAGE permet d’obtenir des réarrangements plus importants (Garcia-
Morales et al.,, 2020). La premiére étape consiste a insérer, a 'aide d'une des méthodes
citées précédemment, des « landing pad » qui sont de petites séquences d’ADN portant
des sites lox du systeme Cre-Lox. L’ajout de deux sites lox encadrant la région a
modifier permet I'échange avec de grands fragments d’ADN qui ont pu étre modifiés

au préalable, par exemple dans la levure ou E. coli.

Parmi ces méthodes d’ingénierie, certaines nécessitent une expression transitoire d’'une
protéine d’intérét dans l'optique par exemple d’utiliser le systeme Cre-lox pour
I'élimination des marqueurs de résistance qui pourraient étre génants pour des
applications a visées biotechnologiques. Dans ce cas, un plasmide suicide peut étre utilisé.
Il ne comporte ni systéme d’intégration, ni origine de réplication, mais seulement un
marqueur de résistance a I'antibiotique. Le maintien du plasmide dans les transformants
est assuré transitoirement par pression de sélection en culture liquide puis un étalement
sans pression de sélection permet d’obtenir des clones qui devront ensuite étre criblés
pour le génotype ou le phénotype recherché. D’autres systémes vont nécessiter une
expression stable d'une protéine comme I'expression de protéines fluorescentes pour de
la microscopie. Des plasmide oriC ou intégratif sont alors des options a privilégier par

rapport au plasmide suicide.

Finalement, le type d’ingénierie de génome désiré doit dans tous les cas régir le choix du
systéme, la méthode de transformation et le vecteur de transport. Ceci sera déterminant
dans la fonctionnalité du systéme utilisé qui peuvent étre plus ou moins efficaces et

sensibles.
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2. CONCLUSION

En conclusion, I'étude des systemes CRISPR s’est avérée révélatrice d'une histoire
évolutive remarquable pour la bactérie M. gallisepticum. A plus grande échelle, de
nombreuses hypotheses sur 1'écologie des mycoplasmes pourront faire I'objet d’étude
avec notamment le lien entre ces bactéries, leurs hotes mais aussi les phages et les
éléments mobiles qui les entourent. De plus, nous sommes désormais capables d'utiliser
un large panel d’outils d’'ingénierie de génomes pour plusieurs espéces de mycoplasmes.
Que ce soit pour des applications de contre-sélection, des inactivations ou des
remplacements de genes, différents choix sont désormais offerts a la communauté et ces
outils ouvrent un champ d’étude important pour ces bactéries étonnantes que sont les

mycoplasmes.

“A pessimist sees the difficulty in every opportunity; an optimist sees the
opportunity in every difficulty”.

Winston Churchill, 1922
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CRISPR/Cas9 chez les Mollicutes : Du systéme naturel aux outils d'ingénierie de génome

Les systemes CRISPR/Cas sont largement représentés chez les bactéries et les archées et sont a la
base de mécanismes de défense adaptatifs contre 'ADN et 'ARN exogéne. De par son intérét comme outil
génétique, le systéme CRISPR de type Il de Streptococcus pyogenes a été particuliérement étudié. Il est
composé principalement d’'une endonucléase Cas9 et d'un sgRNA qui a pour role de guider Cas9 jusqu’a une
séquence cible, la spécificité de reconnaissance dépendant également d’'une séquence NGG située en aval
appelée PAM. Les mollicutes sont des bactéries minimales, dépourvues de paroi et qui utilisent, pour la
plupart, un code génétique alternatif. Elles possedent de petits génomes riches en AT (~70-75%) allant de
0,58 a 2,2 Mpb. La plupart d’entre elles ont un mode de vie parasitique et sont des pathogenes d'une grande
diversité d’hotes (plantes et animaux y compris humains). Chez la plupart des mollicutes, les possibilités
d’ingénierie génomique restent limitées car la recombinaison homologue est peu efficace. Le but de ma
thése a été (1) de caractériser les systémes CRISPR/Cas9 des mollicutes, (2) de développer un outil
endogene CRISPR/Cas9 pour I'ingénierie de génome de mollicutes et (3) d’étendre cette boite a outils chez
certaines especes d'intérét pour lesquelles aucun outil génétique de précision n’était disponible.

La premiere partie de mon travail de thése était I'étude globale des systémes CRISPR chez les
mollicutes. Une reconstruction phylogénétique a permis de mettre en évidence une origine commune pour
tous les systemes CRISPR de mycoplasmes et deux origines pour les systémes de spiroplasmes. L’étude
structurale de la protéine Cas9 des mollicutes montre une forte proximité structurale avec la protéine Cas9
de Staphylococcus aureus al'exception du domaine PI qui intervient dans I'interaction avecla séquence PAM.
Ceci suggere que les séquences PAM des systemes de mollicutes sont sans doute trés différentes. Le systeme
CRISPR/Cas9 de Mycoplasma gallisepticum (Mgal), un pathogéne d’oiseau, a ensuite été 'objet d’'une étude
approfondie. Le systéme naturel a été démontré comme fonctionnel in vivo et le systéme minimal composé
de la MgalCas9 et d'un sgRNA a permis d’induire un clivage de ’ADN in vitro. Une différence de séquence
PAM consensus a été observée entre deux souches de Mgal isolées de poulet et de pinson et a pu étre mise
en corrélation avec le récent changement d’héte du pathogéne et I'’émergence de celui-ci dans les
populations de pinsons d’Amérique. Un plasmide « all-in-one » contenant le systeme a été congu, et la
fonctionnalité du systéme comme outil précis de clivage a été démontré dans différentes espéces,
notamment Mgal, Mycoplasma capricolum (Mcap), Mycoplasma pulmonis et Mycoplasma mycoides. Cet outil
de contre sélection a été appliqué a Mcap afin de curer son génome d’un élément mobile intégré de 23 kpb
(ICE). Finalement, pour pallier la faible efficacité de recombinaison des mycoplasmes, deux nouveaux outils
d’ingénierie génomique ont été mis au point. Un outil « CRISPR Base Editor », composé d’une protéine Cas9
désactivée et fusionnée a une protéine de type désaminase, qui permet de faire des modifications de base
de maniére tres ciblée. La fonctionnalité de cet outil, tres efficace et simple d’utilisation, a été validée dans
3 espéces pathogenes majeures de mycoplasmes. Le second outil est basé sur I'importation d’un systéme de
recombinaison RecET issu de phages. Chez Mgal, cet outil d’'ingénierie de génome permet ainsi pour la
premiere fois de réaliser des modifications précises a plus grande échelle (délétions, insertions et
remplacements).

En conclusion, nos travaux ont concerné l'étude fonctionnelle des systemes CRISPR des
mycoplasmes et le développement d’outils d’ingénierie de génomes chez ces mémes bactéries. Ce travail
ouvre de maniére significative les possibilités d’études et d’utilisation des mycoplasmes pour des
applications biotechnologiques.
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