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Introduction

I. Pseudomonas aeruginosa
1. Un modele d’adaptation

Depuis sa découverte en 1882 par Carle Gessard (Gessard, 1882), Pseudomonas aeruginosa
n’a cess¢ d’intéresser les scientifiques pour sa formidable capacité a s’adapter a tous types
d’environnements. Ce bacille a Gram négatif de ciliature polaire possede en effet un
métabolisme trés versatile, lui permettant d’utiliser des sources de nutriments trés diverses. Le
premier séquencage du génome complet de cette bactérie, réalisé sur la souche PAO1, a révélé
un large génome, avec 6,3 millions de paires de bases (pb), associé a un pourcentage de GC de
66,6% (Stover et al., 2000). Sur I’ensemble de ses 5570 cadres de lecture ouverts prédits,
environ 9% codent pour des éléments régulateurs, un taux bien plus élevé que la plupart des
bactéries. Cette haute proportion d’éléments régulateurs lui confeére la capacité d’étre un germe
naturellement présent et adapté a de nombreux environnements hydro-telluriques, ainsi qu’a un
large spectre d’hdtes dans le cadre d’infections, notamment chez I’Homme, chez lequel c’est
un pathogene opportuniste avéré. En effet, les infections cliniques de P. aeruginosa sont
presque toujours liées a une altération des défenses immunitaires de I’hdte (Driscoll et al.,
2007), bien que certaines infections chez des patients immunocompétents aient déja été décrites
(Migiyama et al., 2016). Cette bactérie est responsable d’infections de la peau, notamment
chez les grands brtilés, de pneumopathies, en particulier chez les patients placés sous assistance
respiratoire, de bactériémies, d’infections urinaires, ou d’infections de la cornée (Bassetti et
al., 2018; Bodey et al., 1983). Elle est également retrouvée dans 1’arbre trachéo-bronchique des
patients atteints de mucoviscidose, provoquant 1’aggravation des symptomes liés a cette
maladie lorsqu’elle est durablement installée (Winnie et Cowan, 1991). En France, cette
bactérie est un enjeu majeur de sécurité sanitaire, puisqu’elle occupe la quatrieme position des
germes les plus retrouvés lors d’infections liées aux soins (InVS, 2017). De plus, elle est
naturellement résistante a différents antibiotiques et antiseptiques grace notamment a un arsenal
d’enzymes de dégradation et de pompes d’efflux ainsi qu’a une capacité a former un biofilm
résistant, et est également capable d’acquérir rapidement de nouvelles résistances sous pression
de sélection (Breidenstein et al., 2011; Poole, 2011). L’ensemble de ces éléments a conduit

I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a classer Pseudomonas aeruginosa comme priorité
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Figure 1. Bases moléculaires de la virulence aigiie.

i |
[ [
: A. Régulations liées au quorum sensing. La 3-0x0-C;2-HSL est produite par Lasl, la C4-HSL par RhlI et PQS :
I par PqgsABCD et PqsH. Ces molécules vont étre diffusées passivement, soit sécrétées par efflux actif. Lorsque |
: le quorum est atteint, ces molécules vont se fixer sur leurs régulateurs de réponse, et vont déclencher une :
i cascade de régulation menant a la production de facteurs de virulence. Ce quorum est hiérarchisé et |
: interconnecté : le systetme Las contrdle le systéme Rhl, et le systéme PQS est un modulateur de ces deux :
i systemes (Kim et al., 2010; LaSarre et Federle, 2013; Lee et Zhang, 2014; Maura et al., 2016; Moradali |
: et al., 2017; Wagner et al., 2003). B. Régulations par la voie Chp/Vfr. Lors d’une tension mécanique (contact :
: avec une surface par exemple), les pili de type IV se rétractent et transduisent un signal menant a la production :
| d’AMPc et a l’activité de Vfr. Ce régulateur intervient dans la régulation du systéme de sécrétion de type III |
= via ExsA, ainsi que dans la régulation du quorum sensing, et a la production des facteurs de virulence :
i (Beaussart et al., 2014; Brutinel et al., 2009; Fuchs et al., 2010; Fulcher et al., 2010; Inclan et al., 2016; |
! |
|

Lee et Zhang, 2014; Persat et al., 2015; West et al., 1994). i

critique dans sa liste de pathogénes contre lesquels la recherche et le développement de

nouvelles thérapies doivent étre accélérés (WHO, 2017).

Les infections liées a Pseudomonas aeruginosa peuvent étre de deux types, des infections
aigiies, correspondant a un mode de vie planctonique et associées a la production de facteurs de
virulence, ou des infections chroniques, caractéristiques d’un mode de vie sessile (biofilm) et
associées a la production de matrice, principalement composée d’exopolysaccharides (EPS).
Une régulation fine de ses geénes, dictée par les conditions environnementales dans lesquelles
se situe la bactérie, permet la transition entre ces deux modes de vie (Coggan et Wolfgang,

2012).

2. Bases moléculaires de la virulence

a. ]nfections aigiies
&

i Facteurs de virulence

De nombreux facteurs de virulence existent chez P. aeruginosa, tels que les élastases, les
rhamnolipides ou encore la pyocyanine (Figure 1). Ces facteurs de virulence sont
principalement sécrétés par six systeémes de sécrétion présents chez cette bactérie (Filloux,

2011).

L’¢lastase est une protéase, capable de dégrader 1’¢lastine, un composant de tissus eucaryotes.

P. aeruginosa en possede deux, les ¢lastases A et B (codées par les génes lasA et lasB,
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respectivement) qui agissent en synergie : 1’¢lastase A coupant 1’¢élastine et favorisant son
accessibilité a 1’¢lastase B, qui termine la protéolyse de 1’¢lastine (Galloway, 1991). Cela
favorise par exemple 1’invasion de tissus eucaryotes par les bactéries due a I’augmentation de
la perméabilit¢ des muqueuses par la rupture des épithéliums pulmonaires (Nomura et al.,
2014). Ces facteurs de virulence sont également impliqués dans 1’inactivation des
immunoglobulines A (Heck et al., 1990) et immunoglobulines G (Bainbridge et Fick, 1989)

ou encore des composants du complément (Schultz et Miller, 1974).

Les rhamnolipides sont des glycolipides et biosurfactants possédant un pouvoir détergent. Deux
classes de rhamnolipides sont synthétisées par P. aeruginosa, les mono et les di-rhamnolipides.
Ils sont synthétisés par les enzymes RhIA, RhIB (mono-rhamnolipide), et RhIC (di-
rhamnolipide) (Zhu et Rock, 2008). En plus de leur pouvoir détergent sur les cellules de
I’épithélium pulmonaire, les rhamnolipides sont trés importants dans la constitution et la
dispersion du biofilm (Davey et al., 2003) et dans la mobilité de type swarming, qui est
¢galement dépendante du QS (Kohler et al., 2000).

La pyocyanine est un pigment bleu sécrété par la bactérie, lui conférant son nom de « bacille
pyocyanique » due a la couleur typique et caractéristique des cultures et infections liées a P.
aeruginosa. Outre la couleur, c’est un des plus importants facteurs de virulence de cette
bactérie, de par son implication dans de multiples mécanismes de virulence. Cette molécule
inactive la catalase des cellules eucaryotes, augmentant le taux de radicaux libres et le stress
oxydatif, ce qui conduit a la nécrose tissulaire (O’Malley et al., 2003). Elle peut également
inhiber la respiration cellulaire ou la fonction ciliaire des cellules pulmonaires (Sorensen et

Joseph, 1993).

Les lectines PA-IL et PA-IIL sont des facteurs de virulence synthétisés par LecA et LecB,
respectivement. Ce sont des adhésines (Chemani et al., 2009) montrant de fortes affinités pour
le galactose et le fucose, respectivement, sucres que 1’on peut retrouver a la surface des cellules
procaryotes et eucaryotes (Gilboa-Garber, 1988). La lectine PA-IL joue un role dans la
perméabilisation membranaire des cellules eucaryotes (Laughlin et al., 2000) et est toxique
pour les cellules respiratoires (Bajolet-Laudinat et al., 1994). La lectine PA-IIL inhibe le
battement ciliaire des cellules pulmonaires (Adam et al., 1997). Enfin, les deux lectines jouent
un role important dans 1’adhésion (Chemani et al., 2009) et la structuration du biofilm, en liant
les bactéries entre elles et avec les EPS de la matrice (Diggle et al., 2006; Passos da Silva et

al., 2019).
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L’exotoxine A est une toxine sécrétée par la bactérie, ciblant la synthése protéique de la cellule
cible et entrainant la mort de la cellule cible par nécrose (Wick et al., 1990). Trois
phospholipases C ont été identifiées chez P. aeruginosa, possédant des spécificités de substrat
différentes. Elles agissent sur la cellule cible en dégradant les phospholipides de ses membranes
(Stonehouse et al., 2002). Le cyanure d’hydrogéne quant a lui, n’est produit qu’en condition
de microaérophilie, a 37°C, des conditions qui sont retrouvées au sein de poumons de patients.
Ce gaz tres toxique va inhiber la respiration aérobie des cellules cibles par liaison irréversible
avec I’oxydase terminale de la chaine respiratoire (Lenney et Gilchrist, 2011). La protéase

alcaline est une protéase hydrolysant la fibrine, facilitant ainsi I’infection (Khalifa et al., 2011).

Il est a noter que P. aeruginosa posséde de nombreux systemes d’acquisition du fer, via
notamment la production de sidérophores, comme la pyoverdine. Ils sont notamment régulés
par de nombreux facteurs sigma a fonction extracytoplasmique (Facteurs ¢ ECF) qui seront
décrits ultérieurement (Chevalier et al., 2018), les petits ARNs PrrF1 et PrrF2 et le répresseur
majeur Fur. Ce répresseur, en absence de fer, ne se fixe pas sur ses séquences régulatrices, et
permet la transcription et la production de nombreux systémes d’acquisition du fer, et donc de
sidérophores, dont certains sont des facteurs de virulence chez P. aeruginosa, comme la

pyoverdine et la pyochéline (Visca et al., 2002 ; Visca et Imperi, 2018).

Enfin, le systéeme de sécrétion de type III permettant, aprés un contact entre la bactérie et la
cellule eucaryote cible, de délivrer directement dans cette cellule ses effecteurs, que sont les
exoenzymes ExoS, ExoT, ExoU et ExoY. Les exoenzymes ExoS et ExoT possédent chacune
une activité inhibant les GTPases de la cellule cible, ainsi qu’une activit¢ ADP-ribosylation.
L’exoenzyme ExoY est une adénylate cyclase permettant 1’¢lévation du taux d’AMPc dans la
cellule cible et I’exoenzyme ExoU est une phospholipase. L’ensemble de ces toxines conduit a

la réorganisation du cytosquelette et a la nécrose de la cellule cible (Barbieri et Sun, 2004).

il. Régulation de la production des facteurs de virulence

¢ Quorum Sensing
La capacité de P. aeruginosa a provoquer ces infections aigiies repose sur la production des
facteurs de virulence précédemment décrits, qui sont sous la dépendance de systémes de
communication intercellulaire, appelé « quorum sensing » (QS). Ces systémes sont régulés par
la densité de la communauté bactérienne, permettant ainsi la synchronisation du métabolisme
et de la physiologie des cellules en réponse a un environnement donné. La communication entre
bactéries est assurée par de petites molécules nommées autoinducteurs, que les bactéries

produisent et sécrétent de fagon continue en tres faible quantité. Lorsque la densité cellulaire,
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et donc la concentration de ces autoinducteurs atteint un seuil critique (le quorum), une cascade
de régulation se déclenche, permettant in fine la régulation d’un grand nombre de geénes de
fagon coordonnée, ainsi qu’une tres forte augmentation de la production d’autoinducteurs. Il est
¢galement a noter que la plupart de ces systémes s’auto-induisent une fois le quorum atteint,

permettant une boucle de rétroaction positive (LaSarre et Federle, 2013).

Chez P. aeruginosa, environ 10 % des genes, et en particulier de nombreux genes de virulence,
sont régulés par ce mécanisme de communication. Cette bactérie possede trois systemes de QS,
hiérarchisés et étroitement interconnectés : les systemes Las, Rhl et PQS (Moradali et al.,

2017).

La figure 1A présente ces différents systémes de communication et leurs interconnexions. Le
systéme Las utilise un autoinducteur de type N-acyl-homosérine lactone (HSL), la N-(3-oxo-
dodécanoyl)-L-homosérine lactone (3-0x0-Ci2-HSL). Ce systéme, activé en tout début de phase
stationnaire dans une culture planctonique (Wagner et al., 2003), est compos¢ de 1’enzyme
synthétisant la 3-oxo-Ci2-HSL, Lasl, et du récepteur, LasR, qui va également jouer le role de
régulateur de réponse lors de sa liaison avec la 3-oxo0-Ci2-HSL. Il est situé au sommet de la
hiérarchie des systeémes de QS chez P. aeruginosa, et va de fait controler la régulation de son

propre systéme, ainsi que des systemes Rhl et PQS (Lee et Zhang, 2014).

Le systéme Rhl utilise également un autoinducteur de type HSL, la N-butyryl-L-homosérine
lactone (C4-HSL), avec Rhll en tant qu’enzyme, et RhIR en tant que récepteur et régulateur de
réponse. Ce systéme, activé immédiatement apres le systéme Las dans une culture planctonique
(Wagner et al., 2003), est capable de s’autoréguler et d’inhiber la transcription de PqsR, le
régulateur du systeme PQS (Figure 1A ; Lee et Zhang, 2014).

Le troisieme systéme de communication différe des deux autres, et est basé¢ sur 1’utilisation
d’une quinolone comme molécule de communication, la 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone, aussi
nommée Pseudomonas Quinolone Signal (PQS). La synthése de cette molécule est plus
complexe. PgsA, B, C et D sont des enzymes catalysant la conversion de I’anthranilate en 2-
heptyl-4-quinolone (HHQ). HHQ est ensuite hydroxylé par PqsH, permettant de produire PQS.
Cette molécule se fixe sur PqsR pour activer la transcription des génes sous sa dépendance (Lee
et Zhang, 2014). Il est a noter que HHQ joue également un rdle de signal (Kim et al., 2010).
Ce systeéme est le plus souvent présenté comme un modulateur des deux autres systemes de QS,
car, en plus de s’autoréguler et de réguler 1’opéron pgsABCDE, PgsR est ainsi impliqué dans la

régulation de lasR et rhlR (Figure 1A ; Lee et Zhang, 2014; Maura et al., 2016).
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Tableau 1. Liste des régulateurs du quorum sensing (adapté de Lee et Zhang, 2014).

Régulateur Mécanisme d’action

AlgR2 Régulateur transcriptionnel négatif de lasR et rhlR
DksA Régulateur transcriptionnel négatif de las/
GacA/GacS Régulateur transcriptionnel positif de lasR et rhlR
MvaT Régulateur transcriptionnel négatif global
QscR Anti-activateur de LasR
QslA Anti-activateur de LasR et PqsR
QteE Régulateur post-traductionnel négatif de LasR et RhIR
RpoN Régulateur transcriptionnel négatif de lasRI et rhiRI
RpoS Régulateur transcriptionnel négatif de rall
RsalL Régulateur transcriptionnel négatif de las/
RsmA Régulateur post-transcriptionnel négatif de las/
Vir Régulateur transcriptionnel positif de /asR et rhlR
VgsR Régulateur transcriptionnel positif de las/
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Enfin, un article trés récent a montré que I’association de la bactérie a une surface soit nécessaire
pour induire pleinement le régulon Las. Cette induction passerait par les pili de type IV et un
petit ARN non-codant, Lrs1 augmentant I’expression de lasR. Cette association et la liaison de
la 3-0x0-Ci2 permettrait I’induction complete du régulon Las (Chuang et al., 2019). Cette
notion reste a préciser et a développer afin de comprendre I’ensemble des mécanismes et le

bénéfice de ce systéme pour la bactérie.

+* Voie Chp/Vfr
En plus du QS, la voie Chp/Vfr est un autre systéme permettant 1’induction de facteurs de
virulence chez P. aeruginosa. Vir a été décrit pour la premicre fois en 1994 (West et al., 1994).
Ce régulateur fait partie d’une voie de régulation impliquant la synthése d’un second messager

intracellulaire, I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (West et al., 1994).

La figure 1B. représente cette voie de régulation. Sa particularité est d’étre déclenchée lors de
la perception d’une surface par le pilus de type IV de la bactérie. Apres adhésion du pilus de
type IV au substrat, la tension induite provoque un changement de conformation de ce pilus via
la piline majoritaire PilA (Beaussart et al., 2014; Inclan et al., 2016; Persat et al., 2015). Ce
changement de conformation permet son interaction avec le complexe PilJ-ChpA, ce qui
conduit a I’autophosphorylation de ChpA. Le groupement phosphate est ensuite transféré au
régulateur de réponse PilG, qui va stimuler la production d’AMPc a partir d’adénosine
triphosphate (ATP) via les deux adénylate cyclases CyaA et CyaB, majoritairement par cette
derniére (Fulcher et al., 2010; Inclan et al., 2016). Cette augmentation du taux d’AMPc dans
la cellule va permettre 1’activation de Vfr par liaison directe, qui va réguler les génes sous sa

dépendance (Fuchs et al., 2010).

Parmi ces genes, Vir peut directement réguler le géne codant pour 1’exotoxineA (toxA4), ou
encore exsA, codant le régulateur transcriptionnel majeur du systéme de sécrétion de type 111
(Brutinel et al., 2009). 1l est de plus capable de réguler positivement I’expression de /asR et
rhiR, permettant ainsi 1’activation du QS et la production des facteurs de virulence associés

(Albus et al., 1997; Lee et Zhang, 2014).

%+ Régulation du QS
Plusieurs régulateurs du QS existent chez P. aeruginosa, et sont référencés dans le Tableau 1.
Ces régulateurs ajoutent un niveau de complexité supplémentaire quant a la régulation de la

virulence de cette bactérie (Lee et Zhang, 2014). Il est a rajouter a ce tableau que les petits
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ARNs PrrF1, PrrF2 et PhrS ont également été décrits comme des régulateurs du QS
(Rutherford et Bassler, 2012; Sonnleitner et al., 2011).

Parmi ces régulateurs, RpoS est un facteur o, régulant les genes impliqués dans la réponse aux
stress et la phase stationnaire de croissance (Potvin et al., 2008). Ce facteur ¢ posséde un
régulon d’environ 800 genes, dont 40% sont des génes qui sont également régulés par le QS,
suggérant une régulation croisée de certains facteurs de virulence par RpoS et le QS. De plus,
il a été montré que RpoS pouvait réguler le QS par inhibition de 74/l (Schuster et al., 2004).
RpoS peut également directement réguler plusieurs geénes impliqués dans la production de
facteurs de virulence, tels que les élastases LasA et LasB, I’exotoxine A ou encore I’exoenzyme
ExoS (Potvin et al., 2008). De plus, RhIR est capable d’activer la transcription de rpoS (Latifi
et al., 1996), alors que Vfr est capable de I’inhiber (Figure 1B ; Bertani et al., 2003).

Un autre ensemble de régulation existe au travers de la capacité de la bactérie a ressentir et a
répondre a certains signaux externes. Par exemple, certaines molécules produites par les cellules
eucaryotes peuvent tre détectées, comme 1’interféron y ou la dynorphine. En réponse, la
bactérie peut activer certains geénes du QS, déclenchant la cascade de réponse décrite

précédemment (Lee et Zhang, 2014).

b. ]mcections chroniques

Ce type d’infection est 1li¢é a un mode de vie sessile de la bactérie, qui va adopter une vie
communautaire et former un biofilm, fixée ou pas sur une surface. Cette forme de vie permet
¢galement d’augmenter la résistance a différents stress comme les antibiotiques. C’est un des
moyens de la bactérie de se protéger dans des environnements hostiles (Taylor et al., 2014). 11
est a noter que P. aeruginosa peut également former des biofilms a I’interface air-liquide,
nommeés « pellicules », avec la particularité de ne pas étre adhérés a une surface (Friedman et
Kolter, 2003). Dans ce cas, le biofilm se présente sous forme d’agrégats de cellules, associés a
une matrice exocellulaire. Le phénotype de ces cellules sous forme d’agrégats ressemble a celui

des cellules attachées a une surface (Alhede et al., 2011)

i Naissance et maturation d’un biofilm

La formation d’un biofilm est un processus cyclique. Elle débute par un contact entre la bactérie
et une surface qu’elle soit biotique ou abiotique, ou entre deux cellules. La phase d’adhésion
réversible implique généralement d’une part le flagelle de P. aeruginosa, qui va lui permettre
de se déplacer dans un milieu (mobilité de type « swimming »), et d’autre part des interactions

hydrophiles et hydrophobes entre la surface et la membrane de la bactérie. La phase d’adhésion
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Figure 2. Mod¢le de formation de biofilms chez P. aeruginosa.

1. Les cellules planctoniques entrent en contact avec une surface et adhérent de facon réversible, puis irréversible.
De petits agrégats se forment, entourés de plus en plus de matrice. 2. La maturation du biofilm continue par la
multiplication des cellules et la formation de plus en plus dense de matrice. Des microcolonies se forment, sorte
de «champignons » treés structurés. 3. Le métabolisme des bactéries, selon leur positionnement dans ces
microcolonies varient, permettant la dispersion lorsque les microcolonies sont arrivées a maturité. La dispersion,
en plus de disperser des cellules planctoniques, relache également des agrégats de biofilm, permettant une

colonisation accrue des surfaces (Center for Biofilm Engineering, Montana University).
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irréversible a la surface fait intervenir des déterminants de P. aeruginosa, comme les flagelles,
les pili de type IV et les fimbriae. De plus, P. aeruginosa enclenche le début de synthese de Psl
et ADN extracellulaire (ADNe) pour amplifier I’adhésion cellulaire a la surface (Figure 2-1 ;

Joo et Otto, 2012).

Cette étape d’adhésion primaire terminée, 1’adhésion et le recrutement d’autres bactéries vont
étre facilités grace aux EPS synthétisé€s par les bactéries précédemment adhérées (Stoodley et
al., 2002). Ces derni¢res vont, quant a elles, commencer a se diviser activement afin de
coloniser la surface environnante. La mobilité de type « twitching » via les pili de type IV, va
¢galement permettre aux bactéries de coloniser la surface, mais surtout permettre le
regroupement des bactéries pour former la base des micro-colonies (Figure 2-1 ; Klausen et

al., 2003).

La maturation du biofilm va se poursuivre, avec d’une part une augmentation de la biomasse
par division cellulaire, et d’autre part la formation de la matrice cellulaire et de la structure
tridimensionnelle des micro-colonies. La matrice est essentiellement composée d’EPS,
d’ADNe, de protéines, de vésicules et d’eau et est détaillée ci-apres (Wei et Ma, 2013). C’est
a cette étape que les structures tri-dimensionnelles en forme de « champignons » vont
apparaitre, bien qu’il faille noter que la structure du biofilm varie en fonction des conditions
culturales (vitesse du flux extérieur, conditions physico-chimiques et biologiques,
nutriments...), et ne présente donc pas forcément ces structures (Bedi et al., 2018). C’est a
I’intérieur de ces structures que se joue la derniére étape de maturation, la dispersion (Figure
2-2). C’est également a la base de ces structures que I’on retrouve des cellules persistantes, les
« persisters », des bactéries qui sont dans un état de dormance, insensibles aux antimicrobiens
et métaboliquement inactives. Cet état trés particulier est finalement le principal probléme lors
des infections liées aux biofilms. En effet, puisque métaboliquement inactives, aucun
antibiotique ne peut les affecter, mais elles sont capables de sortir de cet état et de redevenir

métaboliquement actives pour reformer un biofilm par la suite (Lewis, 2010).

La dispersion implique une sous-population présente spatialement en haut des micro-colonies
s’auto-lysant pour permettre la libération d’une autre sous-population ayant retrouvé des
caractéristiques planctoniques, et la colonisation d’autres surfaces (Kim et Lee, 2016). Pour
cela, une réorganisation de la matrice du biofilm va s’opérer et conduire a la formation de

cavités abritant cette sous-population de cellules planctoniques (Figure 2-3 ; Ma et al., 2009).
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ii. Adhésion
s Flagelle
Le flagelle est une structure externe, nécessaire pour la mobilité de type « swimming ». Cette
structure est donc nécessaire a la bactérie pour se déplacer en milieu liquide et ainsi avoir la
possibilité de coloniser de nouvelles niches écologiques. Il est également impliqué dans la

premicere étape d’adhésion sur des surfaces hydrophobes (Bruzaud et al., 2015).

s Pili de type IV
Ces structures externes sont requises pour la formation de biofilm chez cette bactérie. Ce sont
des adhésines, bases de la mobilit¢ de type «twitching», par mouvements
d’extension/rétractation séquentiels et coordonnés des pili (Tala et al., 2019). Ils sont
¢galement impliqués dans la mobilit¢ de type « swarming » (Kohler et al., 2000). Ces
déterminants permettent 1’adhésion irréversible des cellules de P. aeruginosa aux surfaces, et
le début de formation des microcolonies par regroupement des cellules entre elles via la mobilité
de type « twitching » (Klausen et al., 2003). Ces structures comprennent le pilus a proprement
parler, composé de polymeéres de piline (protéine PilA), ainsi que des structures d’ancrage aux
membranes, d’exports de protéines, des ATPases amenant 1’énergie nécessaire a 1’extension et
rétractation du pilus, et des protéines annexes impliquées dans la signalisation et la régulation

de fonctions cellulaires liées aux pili de type IV (Ayers et al., 2010).

1il. Matrice du biofilm

La matrice exocellulaire produite par P. aeruginosa au cours de la formation de biofilm est
essentielle pour la stabilité et la protection des cellules bactériennes contre les différents stress
qu’elles peuvent rencontrer. I a notamment été¢ décrit que les cellules en mode de vie biofilm
toléraient la présence d’antibiotiques, soit parce que la matrice les séquestre, ou bien parce
qu’ils n’atteignent pas les cellules a cause de la densité de cette matrice. La matrice du biofilm
peut également offrir une protection contre la dessiccation. Il a également été montré que le
transfert d’ADN augmentait au sein de biofilms, grace a I’ADNe et la proximité des cellules
entre elles, et que le taux de mutations augmentait également, & cause notamment d’une
accumulation des espéces réactives de 1’oxygene (ROS), permettant une adaptation plus rapide

des cellules (Costerton et al., 1999; Maunders et Welch, 2017; Rybtke et al., 2015).

¢+ Exopolysaccharides
Trois types d’EPS ont été identifiés chez P. aeruginosa : les alginates, Pel et Psl. Si les alginates
sont ¢tudiés depuis longtemps, notamment de par leur implication dans la conversion mucoide

et leur impact dans la mucoviscidose, bon nombre de souches de laboratoire sont non-mucoides.
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Figure 3. Régulation de la production de Pel.

L’opéron pel est composé de 7 génes. Au niveau transcriptionnel, AmrZ (seulement sur pel/B), FleQ et le quorum
sensing sont impliqués dans la régulation de I’opéron pel de maniére indirecte. L effet de FleQ sur la transcription
est dépendant de sa liaison ou non au c-di-GMP. Au niveau post-transcriptionnel, la voie HptB via RsmY et RsmA,
ainsi que PelD, par un moyen restant a déterminer, sont impliqués dans sa régulation (Bordi et al., 2010; Franklin
etal., 2011; Jones et al., 2014; Lee et al., 2007; Maunders et Welch, 2017; Sakuragi et Kolter, 2007; Valentini
et al., 2016; Valentini et Filloux, 2016).
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C’est seulement au début des années 2000 que Pel et Psl ont été décrits comme étant les EPS
principaux de la matrice de biofilms des souches non-mucoides (uniquement Pel chez P.

aeruginosa PA14) (Friedman et Kolter, 2003, 2004).

o Pel
Pel est un EPS cationique composé en majorité de N-acétylgalactosamine, ainsi que de N-
acétylglucosamine, reliés par des liaisons § 1-4 (Jennings et al., 2015). Pel a été décrit comme
essentiel pour la formation de pellicule en condition statique. Il pourrait lier I’ADNe permettant
la consolidation de la matrice du biofilm (Friedman et Kolter, 2003), et aurait un réle dans
I’adhésion aux surfaces (Ghafoor et al., 2011). De plus, la formation de biofilm d’une souche
défective en Pel est grandement impactée, mais seulement dans les étapes tardives de
maturation (Ghafoor et al., 2011). Il est également a noter que Pel est un EPS essentiel chez P.
aeruginosa PA14, étant donné que, chez cette souche, Psl n’est pas produit. Chez P. aeruginosa
PAOL, le role de Pel semble moins important que Psl, étant donné que 1’absence de syntheése

de Pel n’affecte pas la formation de biofilm (Colvin et al., 2011).

Un opéron composé¢ de 7 genes (peld-pelG) permet la biosynthése de Pel (Franklin et al.,
2011). La régulation de cet opéron est schématisée en figure 3. Au niveau transcriptionnel, cet
opéron est régulé par FleQ et le QS. FleQ, s’il est lié ou non au c-di-GMP, va permettre
I’induction ou I’inhibition de la transcription de I’opéron, respectivement (Maunders et Welch,
2017). Les systemes Las et Rhl ont également ét¢ montrés comme étant impliqués dans la
régulation de la transcription de cet opéron, par un moyen probablement indirect, comme
suggéré par les auteurs (Sakuragi et Kolter, 2007). AmrZ, un régulateur transcriptionnel, est
capable d’activer la transcription de pel/B (Jones et al., 2014). Au niveau post-transcriptionnel,
la voie HptB a été montrée comme modulateur de la synthése de Pel. Lorsque HptB n’est pas
activé, HsbD va permettre la transcription de RsmY et la séquestration de RsmA, qui ne peut
réprimer les ARNm des génes de l’opéron. A [D’inverse, quand HptB est activé par
phosphorylation, il peut activer RetS, qui inhibe GacS et GacA, et ne permet donc pas la
transcription de RsmY et RsmZ. Cela a pour effet de laisser RsmA libre d’aller réprimer les
ARNm de "opéron Pel (Figure 3 ; Figure 7B ; Bordi et al., 2010; Valentini et al., 2016).
Enfin, PelD est une protéine possédant un domaine de fixation au c-di-GMP, essentielle pour

la synthése de Pel, mais par un moyen d’action inconnu (Lee et al., 2007).
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Figure 4. Régulation de la production de Psl.

Le cluster de génes ps/ est composé de 15 génes. Au niveau transcriptionnel, AmrZ, LasR, le facteur sigma RpoS
et FleQ sont impliqués dans sa régulation. L’effet de FleQ sur la transcription est dépendant de sa liaison ou non
au c-di-GMP. Au niveau post-transcriptionnel, seul RsmA semble impliqué (Byrd et al., 2009; Gilbert et al.,
2009; Irie et al., 2010; Jones et al., 2014, 2013; Maunders et Welch, 2017).
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o Psl
Psl est un EPS formé par la répétition de penta-saccharides de D-mannose, L-rhamnose et D-
glucose (Byrd et al., 2009). Comme mentionné précédemment, il n’est pas synthétisé chez P.
aeruginosa PA14, a cause d’une délétion de trois geénes, a partir du promoteur de 1’opéron,
jusqu’a psiC (Colvin et al., 2011). Chez P. aeruginosa PAO1, cet EPS est crucial car c¢’est un
composant qui promeut 1’attachement aux surfaces et les interactions cellules-cellules. Il
contribue de fait a la formation des microcolonies par recrutement d’autres cellules. Lors des
étapes plus tardives, il intervient dans le maintien de I’architecture, et le remaniement du biofilm
lors de I’apparition des cavités a I’intérieur des microcolonies (Jackson et al., 2004; Ma et al.,
2009; Zhao et al., 2013). Enfin, il est impliqué dans la communication intercellulaire, puisqu’il
a ¢t¢ montré que Psl peut jouer le role de signal et stimuler SiaD et SadC. La stimulation de ces
deux diguanylate cyclases permet I’augmentation de la concentration en c-di-GMP a I’intérieur
de la cellule et I’oriente vers un phénotype biofilm, permettant une boucle de rétroaction

positive (Irie et al., 2012).

Un ensemble de 15 genes (psiA-pslO) permet la synthése de Psl (Byrd et al., 2009). La
régulation de ce cluster de génes est schématisée en figure 4. Au niveau transcriptionnel,
I’opéron psl est régulé par FleQ, de la méme fagon que pour 1’opéron pel (Maunders et Welch,
2017). LasR peut également directement activer la transcription des genes ps/, démontrant un
lien, cette fois-ci direct, entre le QS et la formation de biofilm via la production d’EPS (Gilbert
et al., 2009). AmrZ a été démontré comme pouvant directement réprimer le cluster ps/ (Jones
et al., 2013). Etant donné que ce régulateur peut activer la transcription des génes impliqués
dans la production des alginates et de pelB, il a été suggéré qu’il pouvait étre impliqué dans la
transition du type d’EPS produits, de Psl a Pel et alginates (Jones et al., 2014). RpoS a
également été montré comme pouvant activer la transcription de ce cluster. Au niveau post-
transcriptionnel, RsmA, quand il est sous forme libre, peut exercer son role de répresseur sur

ses ARNm cibles (Figure 4 ; Figure 7B ; Irie et al., 2010).

o Alginates
Les alginates sont synthétisés de novo en une longue chaine d’acide D-mannuronique. Ils
pourront ensuite étre, dans le périplasme, soit O-acétylés, soit épimérisés en acide L-
guluronique, de fagon aléatoire a I’échelle du polymeére. Un polymeére d’alginate ne ressemblera
donc pas a un autre (Franklin et al., 2011). Les alginates sont des EPS synthétisés en grande
quantité par des souches dites « mucoides », isolées a partir de patients souffrant de

mucoviscidose. IIs ne sont pas nécessaires a la formation de biofilm dans le cas de souches non-
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Figure 5. Régulation de la synthese des alginates.

Un opéron de 12 génes permet la biosynthése des alginates. Deux autres opérons de deux genes, ainsi qu’un géne
orphelin, sont impliqués dans la régulation de la production des alginates. Le régulateur principal de cet opéron
est le facteur sigma ECF AlgU, qui est au sommet de la chaine de régulation. AlgU peut réguler I’opéron de
production des alginates, les deux opérons de deux génes codants pour des systémes a deux composants, ainsi
qu’amrZ. Les génes codant pour le systéme a deux composants FimS-AlgR sont également régulés par Vfr et
RpoS, respectivement. L’opéron alginates est également régulé par AlgR, AlgB, AmrZ, et le facteur sigma RpoN.
Au niveau post-transcriptionnel, RsmA est impliqué, ainsi qu’Alg44 li¢ au c-di-GMP, par un moyen inconnu (Hay

et al., 2014; Pritchett et al., 2015).
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mucoides, puisque ce sont Psl et Pel qui seront préférentiellement utilisés (Wozniak et al.,
2003). Dans environ 80% des cas, la surexpression des alginates observée chez les souches
mucoides est due a une adaptation a I’environnement pulmonaire des patients atteints de
mucoviscidose (Pritt et al., 2007; Williams et al., 2010). Les alginates offriraient une
protection a la bactérie contre la déshydratation, I’opsonisation ou encore la phagocytose, et lui

permettrait de former des biofilms résistants (Pritt et al., 2007).

Les alginates sont formés a partir d’un opéron de 12 geénes. La régulation de cet opéron est
schématisée en figure 5. Le régulateur principal de la production des alginates est le facteur o
ECF AlgU. Il sera présenté plus en détail ultérieurement dans ce manuscrit, comme les
mécanismes basiques de la conversion mucoide. Briévement, il peut activer la transcription de
I’opéron entier algD-algA permettant la synthése des alginates, de fimS-algR, algB-kinB et
amrZ. FimS-AlgR et KinB-AlgB sont des systetmes a deux composants (TCS), dont les
régulateurs de réponse non-phosphorylés sont des activateurs de 1’opéron algD-algA, tout
comme AmrZ. RpoN, un facteur ¢ de réponse aux carences en azote, peut, quant a lui, réprimer
I’opéron algD-algA (Hay et al., 2014). Enfin, Vfr et RpoS peuvent activer la transcription des
genes fimS et algR, respectivement, permettant ainsi la régulation indirecte de la production
d’alginates (Pritchett et al., 2015). Au niveau post-transcriptionnel, RsmA peut inhiber la
traduction des ARNm des génes de I’opéron algD-algA (Figure 5 ; Figure 7B). Le c-di-GMP
joue lui aussi un role, lorsqu’il est 1i¢ a Alg44, puisque il a été montré qu’une abolition de la
production d’alginates avait lieu lorsque le domaine de liaison au c-di-GMP d’ Alg44 était délété
(Hay et al., 2014). Cependant, le mécanisme d’activation de la production d’alginates par cette

protéine reste a déterminer.

% ADN extracellulaire
L’ADNe est un autre composant majeur de la matrice du biofilm. Il provient de la lyse cellulaire
d’une partie de la population ou des vésicules membranaires (Turnbull et al., 2016; Wei et
Ma, 2013). Cette lyse peut etre controlée par le TCS BfmS-BfmR, qui détecte I’ ADNe et régule
en réponse des genes impliqués dans ces mécanismes (Petrova et al., 2011). Il permet
d’augmenter également la fréquence des transferts de génes horizontaux (Okshevsky et Meyer,
2015). Cet ADNe est capable de se lier aux EPS pour renforcer la matrice du biofilm (Jennings
et al., 2015; Wang et al., 2015). De plus sa nature anionique lui permet de séquestrer des
peptides cationiques ou des antibiotiques, comme la tobramycine (Lewenza, 2013; Okshevsky

et Meyer, 2015; Tahrioui et al., 2019; Wilton et al., 2016).
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R/

¢ Protéines

Quelques études ont montré la présence de protéines dans la matrice du biofilm. Parmi les plus
décrites, CdrA et les lectines LecA (PA-IL) et LecB (PA-IIL) sont des adhésines renforcant la
cohésion du biofilm. CdrA est une protéine sécrétée par son transporteur CdrB, capable
d’interagir avec elle-méme, mais également avec Psl, promouvant 1’auto-agrégation cellulaire.
Cette adhésine permet également la stabilisation et la bonne localisation de Psl dans la matrice
du biofilm, tout en la protégeant de la protéolyse. De plus, le taux d’expression du geéne cdrA
est directement corrélé au taux de c-di-GMP, faisant de ce géne un excellent rapporteur du taux
de c-di-GMP intracellulaire (Borlee et al., 2010; Reichhardt et al., 2018). Les lectines, décrites
précédemment dans ce manuscrit pour leur réle dans la virulence aigiie et I’adhésion aux
surfaces biotiques, ont également un réle important de structuration et de stabilisation de la
matrice extracellulaire, par liaison avec les EPS (Diggle et al., 2006; Passos da Silva et al.,
2019). Une étude protéomique comparant le protéome matriciel et le protéome des cellules
sessiles a démontré 1’existence de 108 protéines, dont 45 retrouvées exclusivement dans la
matrice. Parmi elles, CdrA et CdrB, mais également les ¢lastases LasA et LasB, des protéases
et des protéines impliquées dans la capture du fer. De plus, des protéines de membrane externe
ont été retrouvées, et montrées comme étant associées aux vésicules, révélant ainsi que ces

vésicules étaient des composants majeurs de la matrice du biofilm (Toyofuku et al., 2012).

R/

¢ Veésicules

Les vésicules sont des dérivés de membrane externe, ayant un diamétre d’environ 100 nm,
pouvant véhiculer divers composés, tels que des protéines, des molécules de communication ou
encore des acides nucléiques. En plus de véhiculer des protéines de membrane externe
biologiquement actives, les vésicules transportent des protéases. Il a été suggéré que ces
protéases pourraient avoir un rdle dans la compétition contre d’autres especes bactériennes,
favorisant I’installation de P. aeruginosa par libération de nutriments issus de la lyse d’autres
especes bactériennes (Beveridge et al., 1997). Une étude a également permis la mise en lumicre
des différences de composition protéique entre les vésicules issues de cellules planctoniques et
celles issues de cellules sessiles. En effet, il semble que les vésicules issues de cellules
planctoniques contiennent plus de facteurs de virulence que celles issues des cellules sessiles.
A I'inverse, les vésicules issues de cellules sessiles contiendraient des transporteurs de fer, non
retrouvés dans les vésicules issues des cellules planctoniques (Toyofuku et al., 2012). En
biofilm, les mécanismes de biogénese des vésicules sont encore mal connus. Néanmoins, il a

¢té montré que les PQS étaient importants pour la biogénese de ces vésicules
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Figure 6. Facteurs liés a la dispersion du biofilm.

La dispersion du biofilm est liée majoritairement a la variation du taux de c-di-GMP intracellulaire, via différentes
phosphodiestérases dont 1’activité est liée a un changement des conditions environnementales (nutriments,
présence d’oxyde d’azote, de rhamnolipides ou de molécules du quorum sensing). Une réorganisation des
microcolonies est indispensable pour permettre la dispersion, telle qu’une dégradation de I’ADNe, des EPS, la lyse
cellulaire d’une partie de la population, la synthése de thamnolipides et/ou une différenciation des cellules sessiles

localisées au centre des microcolonies en cellules planctoniques (extraite de Kim et Lee, 2016).
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(Cooke et al., 2019). De plus, il a ét¢ montré que la lyse cellulaire de cellules en mode de vie
biofilm provoquait la formation de vésicules a partir des morceaux de membranes de la cellule
lysée. Cette lyse cellulaire a été reliée a I’expression d’un gene présent dans un cluster codant
une pyocine de type F et R, géne décrit comme codant une endolysine (Turnbull et al., 2016).
Outre ces fonctions, les vésicules pourraient également servir de liens physiques entre les EPS,
I’ADNe et les protéines présentes dans la matrice du biofilm, et participeraient donc a sa

structuration (Kulkarni et Jagannadham, 2014).

iv. Dispersion des cellules

La derni¢ére grande étape du biofilm, la dispersion, fait intervenir différents mécanismes,
représentés sur la figure 6 (Kim et Lee, 2016). Plusieurs signaux environnementaux peuvent
déclencher la dispersion, comme la concentration en nutriments, la présence de surfactants ou
de molécules du QS, ou encore la présence de NO. Une réorganisation de la structure est
nécessaire pour permettre la dispersion. La dégradation d’ADNe et des EPS au centre et a la
surface des microcolonies, une production de rhamnolipides, ainsi qu’une lyse cellulaire
programmeée, via I’induction du prophage Pf4 ou via les PQS, sont autant de réorganisations
nécessaires au bon déroulement de cette étape. De plus, une différenciation des cellules est
indispensable. Une partie des cellules présentes au centre des microcolonies redeviennent
planctoniques par la synthése de flagelles, notamment via la diminution du taux de c-di-GMP.
Différentes protéines sont impliquées dans le métabolisme du c-di-GMP, comme RbdA,
GcebdA, BdIA, DipA, NicD, MucR et NbdA, et vont influencer le taux de c-di-GMP
(généralement en I’abaissant, graces a leur domaine phosphodiestérase), les PQS qui vont agir
comme un signal de lyse cellulaire, ou encore la production de rhamnolipides. Enfin, le TCS
BgsS-BgsR a été montré comme étant impliqué dans la dispersion, mais le signal permettant
son activation et son moyen d’action cellulaire n’a pas été décrit (Kim et Lee, 2016;

McDougald et al., 2012).

c. | ransition entre mode de vie Planctonique et mode de vie sessile

La transition entre les deux modes de vie de P. aeruginosa nécessite une fine régulation de ses
genes. Deux voies de régulation majeures contrdlent la transition planctonique/biofilm, la voie

du diguanosine monophosphate cyclique (c-di-GMP), et la voie Gac/RsmA.

i Voie du c-di-GMP

Le c-di-GMP est un second messager intracellulaire extrémement important chez cette bactérie.

En effet, le taux de cette molécule signal régule directement le mode de vie de la bactérie
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[
. Figure 7. Bases moléculaires de la transition entre les modes de vie planctonique et |

' sessile.

i A. Régulation de la transition entre les modes de vie par le c-di-GMP. Seuls les systémes Wsp et SadC, qui
. conduisent a la production de c-di-GMP, sont représentés. Cette molécule va se fixer sur des régulateurs de |
| réponse qui vont conduire a I’activation de différentes fonctions cellulaires impliquées dans la formation de
. biofilm, et a la répression d’autres fonctions impliquées dans le mode de vie planctonique de la cellule (Francis ;

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
! !
| et al., 2017; Inclan et al., 2016; Luo et al., 2015; Matsuyama et al., 2016; Maunders and Welch, 2017; !
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

: permet 1’activation de GacA par phosphorylation, qui va lui-méme favoriser la transcription de RsmY et !
- RsmZ, deux ARNnc qui vont séquestrer RsmA, un répresseur traductionnel. Si libre, il réprime certaines |
: fonctions cellulaires impliquées dans la formation de biofilm, et active indirectement d’autres fonctions
. cellulaires impliquées dans le mode de vie planctonique (Brencic and Lory, 2009; Burrowes et al., 2006). |
: La voie HptB permet la modulation de cette voie et I’interconnexion entre le c-di-GMP et la voie Gac/RsmA -
i (Bhagirath et al., 2017; Bouillet et al., 2019; Broder et al., 2017; LeRoux et al., 2015; Lin et al., 2006;
. Mern et al., 2010; Moscoso et al., 2014; Petrova and Sauer, 2011; Valentini et al., 2016).

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
. Persat et al., 2015). B. Régulation de la transition par la voie Gac/RsmA. Ce systeme a deux composants |
i
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

(Valentini et Filloux, 2016), et est inversement corrélé avec celui de ’AMPc. Un mode de vie
biofilm sera caractérisé par un haut taux de c-di-GMP et un bas taux d’AMPc, et inversement
pour un mode de vie planctonique. En revanche, les mécanismes moléculaires sous-jacents

d’une régulation directe entre ces deux molécules restent encore a définir (Almblad et al.,
2015).

Le c-di-GMP est synthétisé a partir de deux guanosine triphosphates (GTP), par des diguanylate
cyclases, et dégradé par des phosphodiestérases. Certaines enzymes possedent les deux
activités. Chez P. aeruginosa PAO1, il existe 17 diguanylate cyclases, 5 phosphodiestérases, et
16 enzymes possédant les deux activités (Kulasekara et al., 2005). I1 est intéressant de noter
que la plupart de ces enzymes contiennent des domaines protéiques senseurs variés, ou
appartiennent a des systémes protéiques liant des protéines senseurs et ces enzymes synthétisant
ou dégradant le c-di-GMP, suggérant que les conditions environnementales affectent le taux de

c-di-GMP au sein de la cellule (Ha et O’Toole, 2015).

Plusieurs systémes peuvent ressentir le contact a une surface et stimuler la production de c-di-
GMP. Un de ces systemes est Wsp. Lorsque ce systéme multiprotéique est activé, il promeut la
phosphorylation de WspR, une diguanylate cyclase (Figure 7A ; Francis et al., 2017). Un autre
exemple de ces systemes est SadC (Figure 7A). Lors d’un contact avec une surface, le pilus de

type IV peut transduire ce signal mécanique en signal chimique via la production d’AMPc. En
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paralléle, lors de la rétractation du pilus, PilY 1 normalement présente au sommet du pilus se
retrouve dans la membrane externe, et va ensuite stimuler la production de ¢-di-GMP via SadC
(Luo et al., 2015). Ce mécanisme décrit récemment présente ainsi un continuum entre les deux
modes de vie. Aprés que le pilus de type IV se soit rétracté¢ sous I’influence d’une force
mécanique, la production d’AMPc est déclenchée dans un premier temps, ce qui conduit a
’activation de VAt et la production des facteurs de virulence. En parall¢le, I’activation de SadC
dans un deuxiéme temps conduit a la production de c-di-GMP, permettant de basculer d’un état
planctonique a un état sessile, générant ainsi une continuité dans I’infection (Inclan et al., 2016;

Luo et al., 2015; Persat et al., 2015).

La production de c-di-GMP conduit cette molécule a se fixer sur ses régulateurs de réponse
(Figure 7A). Ainsi, la fixation du ¢-di-GMP sur Alg44 conduit a la production d’alginates via
I’activation d’Alg8. Le méme type de mécanisme est décrit concernant la production de Pel,
via la liaison du c-di-GMP sur PelD. Cependant, le mécanisme d’action de PelD sur la
production de Pel reste a déterminer. La liaison du c-di-GMP sur FimX permet également la
régulation positive des pili de type IV. Enfin, le c-di-GMP peut se fixer sur FleQ, un régulateur
ayant des effets pléiotropes au sein de la cellule. Selon la liaison ou non du c-di-GMP, cette
protéine va différentiellement réguler ses cibles, grace a un changement de conformation de la
protéine. FleQ est un activateur majeur du flagelle qui va perdre cette fonction lors de sa liaison
au c-di-GMP. C’est également un répresseur de I’opéron cdrAB en absence de c-di-GMP,
répression qui sera levée par sa fixation a FleQ. Enfin, FleQ active ou inhibe les opérons pel et
psl en présence ou absence, respectivement, de c-di-GMP. L’ensemble de ces changements
conduit a 1’établissement d’un biofilm et d’un mode de vie sessile (Matsuyama et al., 2016;

Maunders et Welch, 2017).

ii. Voie Gac/RsmA
Cette voie fait intervenir d’une part le TCS GacS/GacA, et d’autre part le régulateur
traductionnel RsmA (Figure 7B). GacS est un senseur qui va s’autophosphoryler en réponse a
un signal qui reste inconnu. Le groupement phosphate est ensuite transmis a GacA, qui va
activer la transcription de rsmY et rsmZ, deux petits ARN non codants (ARNnc). Ces ARNnc
vont séquestrer RsmA, un répresseur capable de se lier aux ARN messagers (ARNm), afin
d’inhiber leur traduction. Ce répresseur, sous forme libre, peut aller réguler directement des
fonctions impliquées dans la formation de biofilm, comme la synthése des EPS ou encore le
systeme de sécrétion de type VI. Il est également capable d’activer des fonctions impliquées

dans la virulence aigiie comme le systéme de sécrétion de type 11, les systémes d’acquisition
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du fer, ou encore les mobilités de type « swarming » via les rhamnolipides et les pili de type IV
(Brencic et Lory, 2009; Burrowes et al., 2006). Le mécanisme sous-jacent a cette activation
reste peu clair, RsmA étant un répresseur post-transcriptionnel. Il est possible que ce répresseur
se fixe sur les ARNm de répresseurs des fonctions impliquées dans la virulence aigiie ou il est
¢galement possible que cette protéine puisse stabiliser certains ARNm. En effet, RsmA est
I’homologue de CsrA chez E. coli, et ce dernier a ét¢ montré comme pouvant jouer le role
d’activateur par stabilisation de certains ARNm (Wei et al., 2001). La séquestration ou non de
cette protéine permet donc d’orienter le mode de vie de la bactérie vers le biofilm ou la forme

« libre » (Brencic et Lory, 2009; Burrowes et al., 2006).

iil. Modulation et interconnexion des deux voies

11 existe des régulateurs de la voie Gac/RsmA (Figure 7B). En effet, LadS active GacS en
réponse a la présence de calcium (Broder et al., 2017), et RetS inhibe GacS en réponse a la
présence de débris cellulaires issus de bactéries de la méme espece (LeRoux et al., 2015). La
voie HptB, quant a elle, permet la régulation de la voie Gac/RsmA a plusieurs niveaux. Cette
voie est un phosphorelais, dans lequel il y a phosphorylation successive de HptB, HsbR et
HsbA, dépendant de 1’activation de HptB (Valentini et al., 2016). HptB peut étre phosphorylé
par trois senseurs différents, dont les signaux restent inconnus, SagS, ErcS et PA1611 (Lin et
al., 2006; Mern et al., 2010; Petrova et Sauer, 2011). Ce dernier peut d’ailleurs inhiber RetS
(Bhagirath et al., 2017), alors que HptB phosphorylé peut activer RetS (Bordi et al., 2010).
Lorsque HptB est inactif, HsbR posséde une activité kinase permettant la phosphorylation de
HsbA, qui va activer HsbD. Cette derniére est une diguanylate cyclase permettant la production
de c-di-GMP (Valentini et al., 2016). Trés récemment, il a ét¢ montré que RpoS pouvait activer
la transcription de rsmY lorsque HsbR était dans un état non-phosphorylé (Bouillet et al., 2019).
Enfin, il a ét¢ montré que RsmA peut aller inhiber la traduction de SadC, empéchant ainsi la

production de c-di-GMP (Moscoso et al., 2014).

3. Prophages et structures phagiques cryptiques

a. Bactériophages

Les bactériophages (« mangeurs de bactéries »), aussi appelés phages, ont ét¢ découverts en
1917 par Félix d’Hérelle (D’Hérelle, 1917). Leur recherche et leur utilisation (phagothérapie)
se sont accélérées jusqu’a la découverte des antibiotiques par Fleming en 1928 et leur utilisation

massive a partir de la seconde guerre mondiale, qui a supplanté la recherche sur ces virus
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Figure 8. Morphologie des bactériophages, classés selon leur famille.

A. Classification et forme des bactériophages selon leur type d’acide nucléique (classification Baltimore). B.
Représentation schématique du phage filamenteux Ff d’Escherichia coli (famille Inoviridae), (d’aprés Hay et

Lithgow, 2019).
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bactériens, en tout cas dans les pays occidentaux (exception faite de la Belgique qui reste en
avance dans ce domaine, par comparaison a ses voisins). La guerre froide a amené les pays de
I’Ouest a continuer la découverte de nouveaux antibiotiques, alors que les pays de I’Est ont,
eux, préféré poursuivre la recherche et 1’utilisation de ces bactériophages, la Géorgie en téte.
Depuis le début des années 1990, I’augmentation croissante et incessante de I’antibiorésistance
dans le monde a amené les chercheurs a s’intéresser de nouveau a ces phages pour essayer de

trouver de nouvelles alternatives de traitements.

Cent années de recherche ont permis d’arriver a cette conclusion : les phages sont les
organismes les plus nombreux sur Terre, avec un chiffre estimé a environ 10°! (Comeau et al.,
2008). Cette estimation, difficilement imaginable, a été « traduite » en une donnée joliment
imagée : il existerait 1000 milliards de phages par grain de sable sur Terre (Keen, 2015). La
phagothérapie est une des alternatives treés étudiée a 1’utilisation d’antibiotiques. Néanmoins,
de nombreux problémes se posent, comme I’impact de ces phages sur les organismes eucaryotes
(a cause des possibles interactions avec le systéme immunitaire, par exemple), la spécificité de
ces phages (parfois souche-dépendante), mais également I’émergence de résistances de souches
bactériennes a leur phage, comme pour les antibiotiques. Plusieurs mécanismes de résistances
existent, comme la modification de la voie d’entrée du phage (mutations par exemple), les
systtmes CRISPR-Cas ou encore les systemes de restriction-modification (Rostel et

Marraffini, 2019).

La morphologie des phages est trés variable, comme représentée en figure 8A (Hay et
Lithgow, 2019). Ces parasites obligatoires se répliquent en détournant la machinerie cellulaire
de la cellule cible a leur avantage. Les bactériophages a queue sont les plus communs, suivis
des phages filamenteux (Famille Inoviridae). Ces derniers sont des phages un peu particuliers,
car ils sont excrétés de la bactérie sans lyse de la bactérie hote. Le représentant le plus étudié
est le phage Ff d’Escherichia coli (Figure 8B ; Hay et Lithgow, 2019). Deux types de
réplication sont possibles par un bactériophage tempéré lors d’une infection : lytique ou
lysogénique. La réplication lytique va conduire a la lyse cellulaire aprés fabrication d’un tres
grand nombre de virions. Certains phages ne peuvent effectuer qu’un cycle lytique (phages
lytiques). La réplication lysogénique va conduire le génome du phage a s’intégrer dans le
génome bactérien, et a infecter durablement cette bactérie, puisque le génome phagique sera
répliqué en méme temps que le génome bactérien. De plus, cette bactérie sera protégée d’une
nouvelle infection (« superinfection ») par ce phage (Doss et al., 2017). La décision du cycle

infectieux est guidée par I’état nutritionnel dans lequel la bactérie croit, mais également par le
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nombre de particules infectieuses présentes au moment de I’infection (Zeng et al., 2010). Tres
récemment, une publication a montré que cette décision pouvait également étre guidée par un
peptide de communication, ce qui suggeére que les phages peuvent communiquer entre eux
(Erez et al., 2017). Cette découverte majeure pourrait déboucher a 1’avenir sur de nouvelles

thérapies.

Les phages qui entrent dans un cycle de réplication lysogénique deviennent des prophages. Ces
prophages redeviennent lytiques lorsque les conditions environnementales ne sont plus
favorables a la survie de la bactérie. Les prophages constituent une des sources principales de
nouveauté génétique, via les transferts de geénes horizontaux par transduction, ou parce qu’ils
portent naturellement des génes augmentant la virulence de la souche bactérienne. Par exemple,
les souches de Vibrio cholerae pathogenes pour I’Homme portent toutes le prophage CTX®, la
toxine responsable de la pathologie du choléra étant codée dans son génome. Les prophages
sont également une des sources principales d’évolution, et les génomes bactériens portent la
marque de nombreux prophages, qui cohabitent avec la bactérie par symbiose, ou qui ont perdu
leur capacité a redevenir lytique (Canchaya et al., 2003; Fortier et Sekulovic, 2013). Ces
prophages cryptiques sont largement utilisés par les bactéries, utilisant leurs geénes a leur

avantage (Canchaya et al., 2003).

Chez P. aeruginosa, il existe plusieurs prophages ou prophages cryptiques, ou des structures

ressemblant fortement a d’anciens phages.
b. Structures Phagiques crypticiues

I Systeme de sécrétion de type VI

Depuis sa description en 2006 (Pukatzki et al., 2006), le systéeme de sécrétion de type VI
(SST6) a été étudié de facon extensive. Ce systeme de sécrétion posséde une aiguille pour
injecter divers composés toxiques dans le cytoplasme de la cellule procaryote (majoritairement)

ou eucaryote (minoritairement) a proximité (Ho et al., 2014).

Il a rapidement été établi des homologies structurales et fonctionnelles entre le SST6 et le phage
T4 (Figure 9 ; Ghequire et De Mot, 2014; Ho et al., 2014; Leiman et al., 2009). Des protéines
du SST6 possedent une homologie structurale avec une ou plusieurs protéines du phage T4,
comme VgrG et le complexe protéique phagique gp27/gp5/gp5.4, Hep avec gpl19 ou encore la
gaine contractile formée par VipA/B et gp18/gp25 chez le phage T4 (Ghequire et De Mot,
2014; Ho et al., 2014). 11 a ét¢ suggéré que le SST6 était un ancien prophage T4 qui aurait perdu

sa capacité a s’exciser, conférant un avantage évolutif a la bactérie I’ayant intégré.

69






Introduction ~ I. Pseudomonas aeruginosa ||| GTcG GG

il. Pyocines R2 et F2

Il existe trois types de bactériocines, nommées « pyocines », produites par P. aeruginosa : S, F
et R. Les pyocines de type S sont des colicines-like. Six d’entre elles ont été identifiées chez P.
aeruginosa : S1, S2, S3, S4, S5, S6 et AP41. Les pyocines de type F et R ont ét¢ nommées
« tailocines ». Les pyocines de type R ressemblent aux queues inflexibles et contractiles des
bactériophages (Ghequire et De Mot, 2014; Michel-Briand et Baysse, 2002). Seule la pyocine
R2 est présente sur le génome de P. aeruginosa. Les pyocines de type F ressemblent aux queues
flexibles et non contractiles des bactériophages (Ghequire et De Mot, 2014; Michel-Briand
et Baysse, 2002). Seule la pyocine F2 est présente chez cette bactérie. Les pyocines sont
exprimées lors de I’enclenchement de la réponse SOS chez P. aeruginosa. Si le résultat est
similaire a une infection par les phages, a savoir la mort de la cellule cible, il existe une
différence fondamentale entre une pyocine et un phage : la pyocine ne peut se répliquer dans la
cellule cible, signifiant de fait que ce ne soit pas un parasite, et qu’aucun matériel génétique ne

puisse €tre transmis (Ghequire et De Mot, 2014; Michel-Briand et Baysse, 2002).

Les deux clusters de génes codant les pyocines F2 (PA0613-PA0627) et R2 (PA0632-PA0648)
sont adjacents sur le génome de P. aeruginosa. En amont de ces deux clusters, se situent prtN
(PA0610) et prtR (PA0611), deux geénes impliqués dans la régulation de la transcription des
pyocines chez P. aeruginosa. PrtR est un répresseur se liant a la région promotrice de prtN qui
code PrtN, I’activateur transcriptionnel des génes codant des pyocines. L’activation de RecA
lors de la réponse SOS permet le clivage de PrtR, et donc I’activation des geénes des pyocines
(Ghequire et De Mot, 2014; Michel-Briand et Baysse, 2002). Le géne PA0612 code ptrB, un
gene directement réprimé par PrtR, codant un répresseur du systeéme de sécrétion de type I1I

(Ghequire et De Mot, 2014; Wu et Jin, 2005).

La relation structurelle existante entre les pyocines F et R avec les bactériophages est évidente
au regard de leurs structures. Chez P. aeruginosa, il a été montré que la pyocine R2 était
composée de genes montrant des similarités avec le phage P2, et la pyocine F2 avec le phage A
(Nakayama et al., 2000). L hypothése, comme pour le SST6, est que ces prophages ont perdu
leur capacité de réplication et ont co-évolué avec la souche bactérienne, qui les utilise désormais
a son avantage, bien que le rdle des pyocines soit encore trés mal connu (Ghequire et De Mot,

2014; Michel-Briand et Baysse, 2002; Nakayama et al., 2000).
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Figure 10. Relations entre les prophages Pfl-like et les souches bactériennes sur lesquelles

ils sont retrouveés.

Arbre phylogénétique basé sur la séquence des prophages Pfl-like en fonction des génomes bactériens séquencés.
Sont représentés les clades des souches portant le prophage Pf7 (vert), Pf4 (bleu), Pf5 (jaune) et Pf-LES (rouge)
(Knezevic et al., 2015).
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c. Frophages F]C] like

Les phages Pf sont des phages filamenteux, de la famille des Inoviridae, portant un matériel
génétique composé d’ADN simple brin. Le phage sauvage, Pfl infectant la souche PAK, n’est
pas capable de cycle lysogénique (Hill et al., 1991). Ces phages particuliers sont excrétés a
travers I’enveloppe sans provoquer de lyse cellulaire. Il existe chez environ 50 a 60 % des
souches de P. aeruginosa, des prophages appartenant a la famille Pf1, qui auraient co-évolué
avec leur hote respectif a partir d’un prophage ancestral (Burgener et al., 2019; Knezevic et

al., 2015).

11 existe plusieurs grands clades de prophages de la famille des Pf, a savoir les clades Pf4, Pf5,
Pf7, et Pf-LES (Figure 10 ; Knezevic et al., 2015). Méme s’il existe un lien phylogénétique
entre prophages d’un méme clade, chaque souche bactérienne porte un prophage différent qui
a co-évolué avec elle. Puisque 50 a 60% des souches de P. aeruginosa portent un prophage Pf1-
like, il est possible de se questionner sur I’apport, d’un point de vue physiologique, de ces

prophages a la bactérie, au vu de leur prévalence chez cette bactérie.

La seule étude globale sur les phages Pf est celle de Burgener et collaborateurs, qui ont tres
récemment montré que les phages Pf, tous types confondus, étaient associés a une infection
chronique chez des patients atteints de mucoviscidose, a une fonction pulmonaire diminuée
chez ces patients, ainsi qu’a une augmentation de la résistance aux antibiotiques a cause de leur
séquestration par les phages (Burgener et al., 2019). En dehors de cette étude globale, seul le
phage Pf4 (spécifique de la souche PAOT1) et Pf5 (spécifique de la souche PA14) ont été étudiés

; le Pf4 étant le plus étudié a ce jour.

Le phage Pf4, dont la voie d’entrée est le pilus de type IV (Castang et Dove, 2012; Secor et
al., 2015), contribue a de nombreux aspects de la physiologie de P. aeruginosa PAO1, tels que
la virulence et le biofilm. En 2001, était étudiée pour la premicre fois chez P. aeruginosa PAO1
I’expression différentielle des génes entre condition planctonique et condition biofilm. Cette
¢tude a révélé que les genes les plus surexprimés en condition biofilm étaient les génes du
prophage Pf4 (Whiteley et al., 2001). De plus, une augmentation d’expression des génes de ce
prophage a aussi été observée dans des conditions anaérobies a pH 6,5, imitant les conditions
retrouvées dans un poumon a un stade avancé de mucoviscidose (Platt et al., 2008). Enfin, il a
¢té noté que certaines protéines relatives au phage Pf4 étaient retrouvées en plus grande
abondance lors de I’adhésion de P. aeruginosa sur I’acier inoxydable et le verre, mais pas sur

le polystyréne (Guilbaud et al., 2017). Les phages P4 sont importants pour la formation, la
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Figure 11. Organisation génomique du prophage Pf4.

La majorité des génes codent des protéines hypothétiques. Le géne pf4r code une protéine servant & 'immunité.
Le geéne xisF4 code pour une excisionase. Le géne coaB code la protéine majoritaire de la capside du phage. Autre

particularité : la présence d’une reverse transcriptase (PA0715) sur le génome du prophage, jamais décrit chez un

phage a ADN simple brin (Hay et Lithgow, 2019; www.pseudomonas.com).
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structuration et la dispersion du biofilm. Il a ét¢ montré que, de par leurs propriétés physico-
chimiques, les phages filamenteux Pf4 pouvaient s’auto-organiser au sein d’une matrice de
biofilm dans un arrangement de cristaux liquides visqueux, permettant une augmentation de
I’adhésion aux mucines et aux surfaces, ainsi qu’une résistance accrue aux antibiotiques
(notamment les aminoglycosides) et a la dessiccation (Secor et al., 2015). Une souche délétée
de I’ensemble des génes codant le prophage Pf4 est altérée dans le développement et la stabilité
du biofilm (Rice et al., 2009). Enfin, ce phage est responsable, au moins en partie, de la
dispersion des cellules au sein des microcolonies de biofilm. Un mutant de délétion de ce phage
ne permet plus I’observation de cellules lysées au centre des microcolonies, et un ajout exogene
de ce phage sur un biofilm préformé du mutant phagique permet de retrouver cette lyse
cellulaire (Rice et al., 2009). Ce résultat étonnant, étant donné que les phages filamenteux ne
provoquent normalement pas de lyse cellulaire, a été en partie expliqué. Il a ét€ montré que ce
phage est responsable de lyse cellulaire via I’émergence d’une forme superinfective du Pf4 au
sein des microcolonies de biofilms agés (au-dela de 5 jours en conditions dynamiques), amenant
a cette lyse (Webb et al., 2004, 2003). Cette forme superinfective apparait a cause de mutations
au sein du prophage Pf4, localisées dans la région hypermutatrice du répresseur C, dont le géne
a récemment ¢t¢ nomme pf4r (Figure 11 ; Hay et Lithgow, 2019; Li et al., 2019; McElroy et
al., 2014). 1l a été montré que dans un mutant AmutS, qui code la protéine MutS, impliquée
dans la réparation des mésappariements lors de la réplication de I’ADN et omise par le systéme
de relecture de I’ADN polymérase, la forme superinfective des Pf4 émerge de fagon rapide et
spontanée (Martinez et Campos-Gomez, 2016). OxyR, le régulateur majeur de la réponse au
stress oxydatif chez P. aeruginosa, a été montré comme pouvant se lier au milieu de pf4r (Wei
et al., 2012). Un mutant AoxyR résulte en I’apparition plus rapide et une production plus
importante de la forme superinfective du Pf4, tout comme le traitement d’un biofilm par un
agent mutagene, tel que le NO ou le H>O». A I’inverse, un mutant ArecA, qui est important dans
la réparation de I’ADN lors de la réponse SOS, montre un retard de I’apparition et une
diminution de la production de ce phénotype superinfectif. L’ensemble de ces résultats a permis
I’émergence d’un mod¢le sur I’apparition de la forme superinfective du Pf4. Au centre des
microcolonies du biofilm, s’accumulent des ROS, qui pourraient ainsi entrainer une
hypermutation de pf4r ou de son promoteur, levant la répression exercée par ce régulateur et
permettant la production des particules phagiques. RecA, via la réponse SOS, pourrait favoriser
la production de ces particules phagiques superinfectives, alors qu’OxyR, et MutS, via le
systeme de réparation des mésappariements, pourraient inhiber cette production. Cette forme

superinfective pourrait ensuite, de fait, infecter certaines cellules environnantes, méme si le
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prophage est présent au sein de leur génome (Hui et al., 2014). 1l existe d’autres régulateurs de
I’apparition de la forme superinfective du Pf4 chez cette bactérie. Par exemple, il a été montré
que MvaT/MvaU était capable de réprimer les génes du prophage P4 (Castang et Dove, 2012).
Plus spécifiquement, Li et collaborateurs ont montré que ces deux protéines histones-like
pouvaient réprimer I’expression de xisF4, une excisionase retrouvée en aval de pf4r, et
responsable de I’excision du prophage et de I’induction du géne PA0727 qui permet la
réplication de I’ADN phagique, ces deux événements amenant a la production du phage. De
plus, il a ét¢ montré que Xisf4 pouvait réprimer I’expression de pf4r, et Pf4r I’expression de
xisF4 (Li et al., 2019). Un autre régulateur est BfmR, décrit précédemment dans ce manuscrit
(voir partie ADN extracellulaire). Lorsque son senseur BfmS percoit de I’ADN extracellulaire,
il active BfmR, qui va réguler positivement 1’expression de phdA (prevent-host-death protein
A, PA0691). La protéine PhdA va pouvoir ensuite inhiber I’expression des génes du prophage
Pf4 et empécher la lyse cellulaire et le relargage d’ADN extracellulaire (Petrova et al., 2011).

Si les mécanismes d’apparition de la forme superinfective du phage Pf4 sont maintenant
connus, le mécanisme par lequel cette forme superinfective amene a un phénomene de lyse
cellulaire n’est toujours pas décrit. En revanche, les cellules dispersées grace a la lyse cellulaire
liée a la forme superinfective du Pf4 présentent une plus grande capacité¢ d’adhésion, et un
réseau trés dense de phages filamenteux autour de leurs cellules qu’elles produisent elles-
mémes. De plus, ces cellules forment des variants (SCV), qui sont des colonies présentant une
taille beaucoup plus petite que les colonies sauvages, et un comportement phénotypique
particulier et différent des colonies sauvages. L’ajout de Pf4 superinfectif a une culture
planctonique de P. aeruginosa améne a I’apparition de ces SCV et a I’augmentation de
I’adhésion des cellules, phénotypes observés chez les cellules dispersées. Ceci suggere que ces
Pf4 superinfectifs seraient une des causes de ’apparition de ces variants morphotypiques

(Webb et al., 2004).

Un autre aspect de la physiologie que le phage Pf4 modifie chez son hote, ¢’est sa virulence. Il
a ¢t¢ montré lors de 1’étude de Rice et collaborateurs, que la délétion du prophage entier
provoque une diminution de la virulence sur un modele de pneumonie aigiie murin (Rice et al.,
2009). Le phage Pf4 empéche la dissémination de P. aeruginosa a partir du poumon, via une
augmentation de 1’adhésion a la mucine des bactéries, et un piégeage des bactéries dans le
poumon. La production du phage Pf4 a également été associée avec une réduction de
I’inflammation par réduction du recrutement des neutrophiles et une diminution du taux de

cytokines, ainsi qu'une diminution de la phagocytose des bactéries par les macrophages. Ces
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résultats suggerent que les phages Pf4 promeuvent une infection chronique plutét qu’aigiie
(Secor et al., 2016), bien que la présence de ce prophage dans le génome soit nécessaire pour
permettre les infections aigués (Rice et al., 2009). Ces deux résultats contradictoires demandent
a étre précisés lors d’études futures. Il a également été montré, cette fois-ci sur un modele murin
de blessure cutanée, que les phages Pf4 pouvaient €tre reconnus par les leucocytes, permettant
ainsi une réponse immunitaire antivirale inhibant de fait la phagocytose bactérienne et
prévenant ’¢limination des bactéries. Ce phénomene a également été observé chez un modéle
de leucocytes humains. Cependant, cette fonction a été€ proposée comme pouvant étre utilisée
contre P. aeruginosa, car il est alors possible d’utiliser ces phages Pf4 comme vaccin. En effet,
les anticorps produits contre ces phages Pf4 permettaient de prévenir la colonisation de P.
aeruginosa au niveau de la blessure (Sweere et al., 2019). Cela pourrait étre une nouvelle piste

thérapeutique prometteuse.

Enfin, ce phage est impliqué dans la compétition inter-espece pour la colonisation de nouvelles
niches écologiques. En effet, le phage Pf4 permet d’inhiber le biofilm d’Aspergillus fumigatus,
champignon fréquemment retrouvé dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose, par
inhibition de son activité métabolique. De la méme facon, le Pf4 permet d’inhiber le biofilm et
la croissance planctonique de Candida albicans, une levure également retrouvée dans les
poumons des patients atteints de mucoviscidose. Le mécanisme sous-jacent entre ces deux
résultats semble étre le méme : le phage pourrait capturer le fer, et ainsi priver les autres micro-
organismes de cette ressource essentielle a la croissance. De mani€re intéressante, une infection
par le Pf4 réduit la production de pyoverdine de P. aeruginosa (Nazik et al., 2017; Penner et
al., 2016; Secor et al., 2017). La pyoverdine étant un des sidérophores principaux chez cette
bactérie, dont la production est inhibée lors d’une abondance en fer, ces résultats suggerent que
le phage pourrait séquestrer le fer, et I’incorporer dans la cellule lors du processus infectieux.

Cette hypothése reste a étre démontrée.

Le Pf4 remplit donc de nombreux rodles physiologiques chez P. aeruginosa, ce qui pourrait
expliquer que cette bactérie tolére la présence de ce prophage, réplicatif et potentiellement

infectieux, dans son génome.

Le P15, présent lui chez P. aeruginosa PA14, a été beaucoup moins étudi¢ que le Pf4. Il a été
montré que ce phage, relativement proche du Pf4, n’était pas impliqué dans la formation des
SCV, contrairement au Pf4 (Mooij et al., 2007). De plus, le Pf5 pourrait inhiber la formation
de biofilm. En effet, un mutant AdppA 1, codant une protéine impliquée dans la reconnaissance

et la liaison des substrats du transporteur ABC DppBCDF, montre une diminution de la
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formation de biofilm, une surexpression de 10 génes appartenant tous au locus Pf5, et une
surproduction de phages Pf5. Lorsque trois geénes essentiels de ce Pf5 sont mutés, une

augmentation de la formation de biofilm est observée (Lee et al., 2018).

L’ensemble de ces données suggere des effets physiologiques pouvant étre tres différents entre

prophages, pourtant relativement proches d’un point de vue génétique.
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Figure 12. Structure, transport et modification du LPS de P. aeruginosa.

A. Structure du LPS de P.aeruginosa. B. Passage du LPS la face cytoplasmique a la face périplasmique via I’action

de la flippase MsbA. C. Prise en charge du LPS par le complexe LptBCFG. D. Transport du LPS a travers le

périplasme par la protéine périplasmique LptA (LptH chez P. aeruginosa). E. Passage de la face périplasmique a

la face extérieure de la membrane externe du LPS via le complexe LptDE. F. Modifications du lipide A par les

lipoprotéines PagP (bleu) et Pagl (rouge), et ajout des dérivés saccharidiques sur le phosphate (bleu) via le locus

arn, sous I’action des systémes a deux composants PhoP-PhoQ et PmrA-PmrB. ® : Groupement phosphate ;

GlcN : Glucosamine ; Kdo : Acide 3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique ; Hep : Heptose ; GalN : Galactosamine ;

D-Gle : D-glucose ; L-Rha : L-Rhamnose (schéma adapté de King et al., 2009; Sperandeo et al., 2017).
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I1. Enveloppe de Pseudomonas aeruginosa
1. Structure et fonction

Comme toute bactérie a Gram négatif, I’enveloppe de P. aeruginosa est composée d une double
membrane, interne et externe, et d’un fin peptidoglycane situé¢ dans un compartiment propre

aux bactéries a Gram négatif : le périplasme.

a. Mem})rane externe

La membrane externe est une membrane asymétrique, c’est-a-dire qu’elle est composée au
niveau de son feuillet interne d’une couche de phospholipides, et au niveau de son feuillet
externe d’une couche de phospholipides et de lipopolysaccharides (LPS). Cette couche de LPS
étant en contact direct avec son environnement, elle offre a la bactérie une barriére de sélectivité
et de perméabilité. En plus de ces feuillets, la membrane externe est composée d’une multitude
de lipoprotéines et de protéines transmembranaires, dont la plupart sont des porines, des canaux
permettant le passage de nombreuses molécules a travers cette membrane. La particularité de
cette membrane externe est d’étre trés peu perméable, représentant seulement 8% de celle d’E.
coli, ce qui contribue a sa haute résistance aux antimicrobiens. Cette faible perméabilité peut
étre expliquée par 1’absence de larges porines générales de diffusion non spécifiques chez P.

aeruginosa, telles qu’OmpF ou OmpC chez E. coli (Chevalier et al., 2017).

I Lipopolysaccharides

Le LPS est un important facteur de virulence chez P. aeruginosa. En plus de protéger par une
barriére physique la bactérie face aux agressions de I’environnement ou de 1’hote, il permet
I’interaction entre la bactérie et les récepteurs des cellules de 1’hote, et agit également comme
une endotoxine. Il va donc initier certains événements qui vont endommager les cellules hotes,
et déclencher une réponse inflammatoire sévere, ou bien empécher la reconnaissance de la
bactérie par les cellules immunitaires, dans le cadre d’infections chroniques. La structure de ce
LPS est assez variable, selon les conditions environnementales. Dans la majorité des cas, il est
constitué de trois parties : le lipide A, un cceur oligosaccharidique et un antigéne O. Ce dernier
est parfois absent, selon la configuration du cceur oligosaccharidique (Figure 12A ; King et

al., 2009).

Le lipide A est constitu¢ d’un disaccharide composé de glucosamines reliées en f 1—6, sur

lequel sont attachées plusieurs chaines d’acides gras (AG) s’ancrant dans la membrane, ainsi
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qu’un groupement phosphate par unité¢ de glucosamine. La Figure 12A représente le lipide A
typique de P. aeruginosa, qui peut étre hydroxylé ou pas a deux endroits (représentés en vert,
Figure 12A). Ce domaine est responsable de la réponse inflammatoire via les récepteurs Toll-

like humains (TLR4) (King et al., 2009).

Le cceur oligosaccharidique est constitué de plusieurs sucres, pouvant étre phosphorylés sur
trois sites différents, ce qui en fait le ceeur oligosaccharidique le plus phosphorylé des bactéries
a Gram négatif (Figure 12A). Cette particularit¢ permet 1’interaction entre groupements
phosphates chargés négativement de différentes molécules de LPS avec des cations divalents,
et ainsi créer une « barriere ionique » a la surface, stabilisant le LPS et la membrane externe.
Un autre cceur oligosaccharidique peut étre synthétisé, et ne permet pas la liaison a un antigene
O. La différence est que le L-rhamnose se lie a un autre D-glucose, a la place de ’antigene O

(King et al., 2009).

L’antigene O est la troisieéme partie du LPS, et permet la protection contre la phagocytose et la
résistance a la lyse par le complément. C’est également cet ¢lément qui est responsable de la
réponse antigénique de I’hdte. Il existe deux types de polysaccharides O. Le premier est
dénommé le polysaccharide O commun, ou bande A, est non-antigénique, et est composé d’un
long homopolymére de D-rhamnose (environ 70 résidus), produits par la grande majorité des
souches de P. aeruginosa. Le deuxiéme est dénommé antigéne spécifique O, ou bande B. Cet
antigene O est extrémement variable, composé de répétitions d’une série d’oses de nature
différente. Il permet la détermination des sérotypes de P. aeruginosa, notés Ol a 020,
dépendants de la structure et la composition de I’antigene O. Le sérotype de la souche PAO1
est O35, et est composé d’une répétition d’un trisaccharide composé d’acide 2-acétamido-3-
acétamidino-2,3-didésoxy-D-mannuronique, d’acide 2,3-diacétamido-D-mannuronique, et de

2-acétamido-2,6-didésoxy-D-galactose (King et al., 2009).

La syntheése du LPS se déroule en deux temps : le lipide A et le ceeur oligosaccharidique sont
synthétisés dans le cytoplasme, et I’antigéne O est synthétisé dans le périplasme, ou il sera
transféré sur le coeur saccharidique. Le LPS est intégré via le lipide A dans la face
cytoplasmique de la membrane interne, et doit donc étre exporté sur la face extérieure de la
membrane externe via des transporteurs. Le premier est MsbA, une flippase qui permet au LPS
de se retrouver sur la face périplasmique de la membrane interne (Figure 12B). L’antigene O
sera alors transféré sur le cceur oligosaccharidique. Un complexe prend ensuite le relais, formé
des protéines LptB, C, F et G. Ce complexe permet d’extraire le LPS de la membrane pour

I’intégrer sur une des extensions périplasmiques de LptF ou LptG. Cela nécessite de I’énergie,
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fournit par LptB (Figure 12C ; King et al., 2009). Le role de LptC a été récemment décrit, et
serait une protéine qui recevrait le LPS de LptG pour le transmettre ensuite a LptA (Okuda et
al., 2016). Le LPS est ensuite transporté sur différentes protéines LptA (le nombre exact est
inconnu) a travers le périplasme jusqu’a atteindre LptD (Figure 12D). Le canal
transmembranaire LptD associé¢ a LptE, vont enfin exporter le LPS sur la face extérieure de la
membrane externe (Figure 12E ; King et al., 2009). Il est important de mentionner que ce
modele a été décrit chez E. coli, mais qu’il existe des homologues de 1’ensemble de ces
protéines chez P. aeruginosa (Sperandeo et al., 2017). Cependant, la nomenclature differe
pour LptA, I’homologue chez P. aeruginosa étant LptH (PA4460). Chez P. aeruginosa, LptA
(PA0O005) est une protéine impliquée dans la voie de biosynthése du glycérol, notamment
impliqué dans la synthése des AG. De plus, de nombreuses lipoprotéines chez P. aeruginosa
sont dénommeés « Lpt », pouvant créer des confusions. Ainsi, pour chaque protéine impliquée
dans le transport du LPS, le nombre PA est indiqué dans la liste suivante : LptB (PA4461) ;
LptC (PA4459); LptF (PA3828); LptG (PA3827); LptD (PA0595)et LptE (PA3988)

(www.pseudomonas.com).

Sous I’influence de conditions environnementales, comme des conditions limitantes en
magnésium par exemple, le LPS peut étre largement modifié. Le lipide A peut ainsi étre dé-
acétylé au niveau du deuxieme résidu glucosamine (chaines d’AG représentées en rouge,
Figure 12F). La premi¢re chaine peut étre enlevée grace a 1’action de la lipoprotéine Pagl
(cette modification représente 75% des lipides A des souches de laboratoire), et la deuxiéme
par une protéine inconnue, bien qu’il soit soupconné que PagLl puisse étre aussi impliquée. Le
lipide A peut également étre pourvu d’une chaine d’AG supplémentaire sur le premier résidu
glucosamine, ajouté par la lipoprotéine PagP (chaine d’AG représentée en bleu, Figure 12F).
Enfin, la synthese et 1’ajout d’un résidu 4-amino-4-deoxy-L-arabinose sur les phosphates liés
aux résidus galactosamine sont réalisés par les produits du locus arnBCADTEF, sous le controle

des TCS PhoQ-PhoP et PmrB-PmrA (résidus en bleu, Figure 12F ; King et al., 2009).

il Canaux
Il existe 26 porines chez P. aeruginosa, ainsi que différents récepteurs permettant

I’incorporation du fer, notamment.

R/

+* Récepteurs TonB-dépendants
Ces récepteurs sont généralement associés aux fonctions d’acquisition du fer, mais sont
également impliqués dans I’acquisition de la vitamine Bi2, du nickel ou des carbohydrates. Ce

sont des canaux formés par un large tonneau f3, et fermés par un bouchon globulaire protéique
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facteur anti-sigma séquestrant un facteur sigma ECF de I’autre (Koebnik, 2005).
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empéchant la diffusion de molécules non-spécifiques a travers la membrane. L’ouverture de
ces canaux via un changement de conformation du bouchon protéique nécessitant un apport
d’énergie, ces récepteurs sont couplés a un systéme TonB-ExbB-ExbD. ExbB-ExbD forment
un complexe dans la membrane interne, qui utilise la force proton-motrice pour fournir de
I’énergie au systeme. Cet apport d’énergie entraine un changement de conformation de TonB,
dont I’extrémité C-terminale interagit avec I’extrémité N-terminale du récepteur, entrainant un
changement de conformation du récepteur et du bouchon, permettant ainsi 1’incorporation de la

molécule dans la cellule (Braun et Endrif3, 2007; Llamas et al., 2014; Noinaj et al., 2010).

Parfois, ce complexe est couplé a un systéme de transduction de signaux au sein de la cellule
via un facteur o ECF. On parle alors de récepteur / transducteur TonB-dépendant. Le
changement de conformation du récepteur induit par TonB permet I’interaction de I’extrémité
N-terminale du récepteur avec un facteur anti-o. Cette interaction va provoquer la protéolyse
du facteur anti-c, permettant ainsi le relargage du facteur o ECF qu’il séquestrait jusqu’alors.
Ce systéme de signalisation de surface (CSS), modélisé par Koebnik (Koebnik, 2005), permet
ainsi, dans le cas des systémes d’acquisition du fer, de coupler I’incorporation de ce dernier
avec une signalisation permettant d’activer la transcription de geénes impliqués dans la
biosynthése de sidérophores et de leurs transporteurs (Figure 13 ; Koebnik, 2005; Llamas et
al., 2014).

11 existe plusieurs récepteurs selon les types de sidérophores produits. On peut citer par exemple
FpvA, le récepteur de la ferripyoverdine, FptA, le récepteur de la pyochéline-Fe*" (qui
n’appartient pas a un systéme de signalisation de surface), ou encore PhuR et HasR, deux
récepteurs impliqués dans 1’incorporation de I’héme. P. aeruginosa posséde également des
récepteurs capables de reconnaitre des sidérophores produits par d’autres especes
(xénosidérophores), comme la ferrioxamine, le ferrichrome ou la ferrimycobactine, et de les
incorporer. Ce « piratage » implique les systemes Fiu, Fox, Fem et Fec, qui appartiennent tous

a des CSS (Cornelis et Dingemans, 2013; Llamas et al., 2014).

¢+ Porines spécifiques
25 des 26 porines de P. aeruginosa sont des porines spécifiques. Ces porines sont formées par
des tonnelets de feuillets B, la largeur du pore étant définie par le nombre de feuillets . Les 25

porines sont listées dans le tableau 2 (Chevalier et al., 2017).

Avec respectivement 25,2 et 21,6 kDa, OprG et OprH sont les deux porines ayant les poids

moléculaires les plus faibles. OprG est une porine prédite pour permettre le passage d’ions Fe?*,
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Nom de la porine

Nombre
PA du
géne

Fonction

Régulateurs /

facteurs sigma

Anr, GItR / RpoS,

OprB PA3186 .
Pt Incorporation du glucose SigX
OprB2 PA2291 ?
OprG PA4067 Incorporation putative du Fe* Anr / SigX, Fecl
e PhoP-PhoQ), BrIR.
tabilisat | ’ ’
OprH PAL17S Stabilisa 10nxiiema membrane BgsR, CarR / RpoS,
exterme Fecl, SigX
P PA32 I ti hosphat
PA32 RpoS
Opro 3280 polyphosphates PO
Incorporation des acides aminés ~ ArgR, CzcR / RpoN,
D D1 PA
OprD (OceD1) 0958 basiques et dipeptides basiques SigX, FliA
I ti I’argini t
OpdC (OccD2)  PAQlGy  neorporation de Parginineetde ) | oy gy
I’histidine
_ OpdP (OceD3)  PA4503 Incorporation du glycine- 7/ RpoN, SigX
Famille glutamate et de 1’arginine
OccD OpdT (OccD4)  PA2505 Incorporation de la tyrosine 0
OpdI (OccD5) PA0189 Incorporation de 1’arginine '
OprQ (OccD6)  PA2760 Incorporation de 1’arginine MexT / RpoS, SigX
OpdB (OccD7)  PA2700 Incorporatlo’n de? 1?1 proline et de
I’arginine
OpdJ (OccDB) PA2420 Incorporation de I’arginine 0
OpdK (OccK1)  PA4898 IncF)rPoratlon de I’acide
vanillique et du benzoate
OpdF (OccK2)  PA0240 Incorporation du glucuronate
OpdO (OccK3)  PA2113  Incorporation du pyroglutamate ?7/SigX
OpdL (OccK4)  PA4137  Incorporation du phénylacétate ?
I ti is- itate et
 OpdH (OccKS)  PAQ755  ncorporation du cis-aconitate ¢ TetD / 2
Famille des tricarboxylates
OccK  OpdQ (OccK6)  PA3038 NarX-NarL / SigX
OpdD (OccK7)  PA1025 ?
IHF, OxyR / SigX,
OprE (OccK8)  PA0291 9 RpoN, Fecl,
OpdG (OccK9)  PA2213 PA2206/?
OpdN (OccK10) PA4179 0
OpdR (OccK11)  PA3588 '

Tableau 2. Liste des porines substrats-spécifiques de P. aeruginosa, leurs fonctions et leurs

régulateurs et facteurs sigma associés.

Les anciennes et nouvelles dénominations des porines de la famille Occ sont mentionnées (sans et entre

parenthéses, respectivement). Les facteurs sigma ont été considérés comme pouvant réguler chaque porine sur la

base de données de RNA-Seq, ou de Chip-Seq ou de la présence du motif de liaison du facteur sigma devant le

gene considéré (adapté de (Chevalier et al., 2017; Schulz et al., 2015).
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et est surexprimée en réponse a des conditions anaérobies. OprH est une porine surexprimée en
réponse a une basse concentration en Mg?* via le systéme PhoQ-PhoP. Cette surexpression,
ainsi que l’induction de 1’opéron arn modifiant le LPS (voir précédemment), permet une
résistance augmentée a la polymyxine B. Les 23 autres porines ont des poids moléculaires
compris entre 44,3 et 53 kDa. OprB et OprB2 sont des porines permettant 1’incorporation du
glucose. OprB a été montrée comme ayant un lien probable avec la virulence, car elle est
surexprimée lors d’une exposition aux cellules épithéliales respiratoires humaines. OprP et
OprO sont des porines impliquées dans 1’incorporation du phosphate et des polyphosphates,
respectivement. Elles sont surexprimées lors de conditions limitantes en phosphate (Chevalier

et al., 2017).

Les 19 protéines restantes appartiennent a la famille d’OprD, et peuvent chacune incorporer des
petites molécules, inférieures a 200 Da. La nomenclature de ces porines a ét¢ modifiée (Occ
pour outer membrane carboxylate channel), et elles ont été réparties en deux familles
phylogénétiques distinctes : OccD, comprenant 8 membres, impliqués dans I’incorporation des
acides aminés basiques, et OccK, comprenant 11 membres, impliqués dans 1’incorporation de
molécules cycliques chargées négativement. OprD (OccD1) est la seconde porine majoritaire
dans la membrane externe de P. aeruginosa et est tres étudiée du fait de son implication dans
le transport de I’imipénéme et du méropénéme. Sa non-expression entraine ainsi une résistance

a ces deux antibiotiques (Chevalier et al., 2017).

L’expression de ces porines est contrélée par de nombreux régulateurs parmi lesquels de
nombreux facteurs o (Tableau 2). Cela implique donc que ces porines sont régulées en fonction
des conditions environnementales dans lesquelles évolue la bactérie. Parmi ces facteurs o,
SigX, et dans une moindre mesure RpoS et RpoN, sont impliqués dans la régulation de

nombreuses porines (Chevalier et al., 2017; Duchesne et al., 2013; Fléchard et al., 2018).

+» Porine aspécifique : OprF
La 26°™ porine, et la seule porine aspécifique de P. aeruginosa, est OprF, 1’homologue
d’OmpA chez E. coli. C’est la porine majoritaire retrouvée chez cette bactérie, possédant des
effets pléiotropes. Elle pourrait permettre le passage d’ions et de sucres a bas poids moléculaire,
et il a été suggéré qu’elle pouvait étre impliquée dans le passage du toluéne, des nitrites et

nitrates, ou encore dans 1’incorporation du fer via des sidérophores (Chevalier et al., 2017).

OprF posséde deux conformations bien distinctes. Elle peut former un petit canal, composé

d’un domaine N-terminal transmembranaire (8 feuillets ) relié¢ par une région riche en cystéine
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Figure 14. Conformations d’OprF.

La conformation fermée d’OprF (a gauche) est largement majoritaire au sein de la cellule (95%), et est supposée
s’accrocher au peptidoglycane, via le domaine C-terminal. La conformation ouverte d’OprF (a droite) est tres

minoritaire dans la cellule (5% maximum), mais pourrait se trimériser (adapté de Sugawara et al., 2006).
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a un domaine C-terminal périplasmique dont la structure secondaire (hélices a ou feuillets )
est encore incertaine. Dans cette conformation majoritaire, OprF forme un canal fermé dans la
membrane externe. La seconde conformation repose sur la structuration de la protéine compléte
en un seul domaine membranaire comprenant entre 14 et 16 feuillets . Sous cette forme
minoritaire (moins de 5% des conformations), il peut y avoir trimérisation de la protéine et
ouverture transitoire du canal. La faible perméabilité de la membrane externe de P. aeruginosa
peut donc étre également s’expliquer en partie par ce faible taux d’ouverture d’OprF (Figure

14 ; Chevalier et al., 2017; Nestorovich et al., 2006; Sugawara et al., 2012, 2000).

Il a été suggéré que le domaine C-terminal d’OprF pouvait s’accrocher au peptidoglycane,
contribuant au maintien de la stabilité pariétale. En effet, un mutant AoprF est altéré dans sa
morphologie cellulaire, et apparait plus rond et plus petit que la souche sauvage. De plus, sa
perméabilité et sa croissance en milieu de faible osmolarité sont altérées (Chevalier et al.,
2017; Rawling et al., 1998). 1l a également été montré qu’OprF pouvait se lier, via son domaine
C-terminal, au domaine C-terminal d’Oprl et d’OprL, deux lipoprotéines homologues a Lpp et
Pal d’E. coli, respectivement (Navare et al., 2015). Ces dernic¢res ont ét€¢ montrées comme
pouvant se lier a OmpA, et ainsi contribuer au maintien de 1’intégrit¢ membranaire chez E. coli
(Cascales et al., 2002). II est donc suggéré que ce méme mécanisme pouvait avoir lieu chez P.

aeruginosa.

OprF est également capable de se lier a I'interféron gamma, une cytokine produite par les
cellules immunitaires de I’hdte. Cette liaison provoque une cascade de régulation induisant le
systéme Rhl et, au final, la production de la lectine PA-IL (Wu et al., 2005). Un mutant AoprF
diminue également la virulence de P. aeruginosa sur deux modeles, les feuilles d’endives et
Caenorhabditis elegans. Ce phénotype est li¢ a une diminution de la production de facteurs de
virulence, tels que la pyocyanine, 1’¢lastase B, la lectine PA-IL, I’exotoxine A ou encore les
rhamnolipides, et par extension la mobilité de type « swarming », dii & un défaut de production
de molécules du QS, notamment de PQS (Bouffartigues et al., 2011; Chevalier et al., 2017;
Fito-Boncompte et al., 2011). Elle est de plus capable de jouer le role d’adhésine, puisqu’elle
participe a I’adhésion sur cellules pulmonaires immortalisées A549, et peut se lier a la lectine

PA-IIL (Chevalier et al., 2017; Fito-Boncompte et al., 2011).

I a ét¢ montré qu’un biofilm cultivé en conditions anaérobies s’accompagnait d’une
augmentation de la quantité d’OprF dans la membrane externe. Un mutant AoprF forme un
biofilm trés réduit dans ces conditions, et s’accompagne d’une abolition de 1’activité nitrite

réductase, faisant le lien avec I’incorporation putative des nitrites et nitrates via OprF
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(Chevalier et al., 2017; Hassett et al., 2002; Yoon et al., 2002). Enfin, il a ét¢ montré qu’un
mutant AoprF formait des agrégats en milieu LB liquide, un phénotype li¢ en partie a une
augmentation de la quantité d’EPS Pel promouvant 1’adhésion et du taux de c-di-GMP dans la

cellule (Bouffartigues et al., 2015).

Il est également important de signaler que certaines porines peuvent &tre associé¢es a des
systemes transporteurs (de type ABC, par exemple). Il existe également des canaux en feuillets
B pouvant étre associés a des pompes d’efflux (de type RND, par exemple). Ces systémes sont
trés importants dans le phénoméne de résistance aux antibiotiques, car ils permettent
I’expulsion de ces derniers a I’extérieur de la cellule.
iil. Lipoprotéines

Le génome de P. aeruginosa code potentiellement 175 lipoprotéines. La majorité d’entre elles
(77 %) est présente dans la membrane externe. La forme non mature de ces lipoprotéines est
sécrétée et insérée dans la membrane interne via les voies de sécrétion Sec ou Tat. Ces
lipoprotéines contiennent une « lipobox », une séquence signal consensus permettant la
reconnaissance par I’enzyme Lgt, qui ajoute sur le résidu cystéine présent dans la « lipobox »
un groupement diacylglycérol par une liaison thioéther. La séquence signal est ensuite clivée
juste en amont du résidu cystéine par I’enzyme LspA. Enfin, une chaine acyle est transférée sur
le résidu cystéine par I’enzyme Lnt, formant la lipoprotéine mature. Dans le cas des
lipoprotéines adressées a la membrane externe, le systtme LolABCDE permet leur prise en

charge et leur transport du cytoplasme jusqu’a la membrane externe (Remans et al., 2010).

Parmi ces lipoprotéines, certaines ont été tres bien caractérisées. Par exemple, le systéeme Bam,
compos¢ de 4 lipoprotéines, est responsable de 1’assemblage et de 1’insertion des protéines dans
la membrane externe (Hoang et al., 2011). OprI et OprL sont deux lipoprotéines importantes,
contribuant a la stabilisation de la membrane externe via leur ancrage dans le peptidoglycane,

et pouvant s’associer a OprF, comme décrit précédemment (Navare et al., 2015).
b. Fériplasme

Cet espace, situé entre les deux membranes chez les bactéries a Gram négatif, est le sicge du
peptidoglycane. Peu d’études ont concerné cet espace chez P. aeruginosa, mais une étude
protéomique globale a notamment permis de mettre en lumicre les protéines composant cet
espace (Imperi et al., 2009). La majorit¢ des protéines identifiées dans cette étude était
impliquée dans le transport, le maintien de I’intégrit¢ de 1’enveloppe, et le bon repliement

protéique (protéines chaperonnes). Il a été noté également que la fonction de prés d’un tiers des
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Figure 15. Représentation schématique de la structure du peptidoglycane.

Le peptidoglycane est un systeme d’ancrage de la membrane externe et interne chez P. aeruginosa : la membrane

externe est accrochée sur le peptidoglycane via OprF et des lipoprotéines (Vollmer et al., 2008).
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protéines identifiées restait inconnue, mettant en exergue le manque relatif de connaissances

liées a ce compartiment (Imperi et al., 2009).

Le peptidoglycane confére la forme et la rigidité cellulaire a la bactérie, cette derniére étant
renforcée par la liaison des lipoprotéines et protéines de membrane externe telles qu’OprF au
peptidoglycane. Cette rigidité est importante pour empécher la lyse de la bactérie lors de
variations de la pression de turgescence. Le peptidoglycane est composé de longues chaines de
polysaccharides formées d’une succession de N-acétylglucosamine (NAG) et N-
acétylmuramique (NAM), reliées entre elles par des pentapeptides situés sur les résidus NAM.
Ce pentapeptide est composé, en régle générale chez les bactéries a Gram négatif, d’une L-
alanine, un D-isoglutamate, un acide méso-2,6-diaminopimélique et de deux D-alanine. Ces
pentapeptides sont également reliés entre eux par des liaisons covalentes pour former un réseau

plus ou moins rigide (Figure 15 ; Vollmer et al., 2008).

c. Mem})rane interne

La membrane interne est une membrane symétrique, a la différence de la membrane externe.
Elle est constituée d’une bicouche phospholipidique, principalement composée de
phospholipides dans laquelle s’insérent de nombreuses lipoprotéines et protéines, assurant des
fonctions aussi diverses que la respiration cellulaire, le transport de nutriments ou la

signalisation cellulaire.

i Phospholipides
Les phospholipides majoritaires de la membrane interne, ainsi que de la couche interne de la

membrane externe du genre Pseudomonas sont les phosphatidyléthanolamines (PE), les
phosphatidylglycérols (PG) et les cardiolipines. Le squelette commun entre ces
glycérophospholipides est le glycérol, sur lequel va se greffer deux chaines d’AG et une téte
polaire (¢thanolamine dans le cas de la PE et glycérol dans le cas du PG). La cardiolipine est,
elle, composée de deux moitiés d’acide phosphatidique reliées par un glycérol formant la téte
polaire, et 4 chaines d’AG (Sohlenkamp et Geiger, 2016). Cette composition, ainsi que la
composition et la longueur des chaines d’AG latérales greffées sur les glycérols est sujette a
étre adaptée en fonction des conditions environnementales, pour garantir une fluidité
membranaire optimale de fonctionnement. Il est connu qu’un changement de température par
exemple, affecte la composition des chaines d’AG. En effet, le froid rigidifiant naturellement
les membranes, la bactérie va s’adapter en diminuant la longueur et en désaturant les chaines

d’AG de ses phospholipides membranaires pour diminuer le point de fusion de ces AG et de
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Figure 16. Représentation schématique de la voie de biosynthése des acides gras chez P.
aeruginosa.

Les étapes d’initiation de la biosynthése des chaines acylées sont représentées par les fléches rouges, et les étapes
cycliques d’¢longation des acides gras par les fléches bleues. Les fléches en pointillés représentent I’entrée des
composants dans le cycle d’¢longation de I’acide gras. L’enzyme ACC est ’acétyl-coenzyme A carboxylase,

formée par deux sous-unités, AccA et AccD. CoA : Coenzyme A ; ACP : Acyl Carrier Protein (Boechat et al.,
2013).
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limiter cette rigidification (Dubois-Brissonnet et al., 2000; Mansilla et al., 2004). La voie de
biosynthése des AG est présentée en Figure 16 (Boechat et al., 2013). L’enzyme ACC (Acétyl-
CoA Carboxylase), formée par les deux sous-unités AccA et AccD, catalyse la premicre étape
de la réaction de biosynthese, pour former le malonyl-CoA. Ce produit sera transféré sur un
transporteur de groupement acyl (Acyl Carrier Protein (ACP)) par FabD. La premicre réaction
de condensation impliquant FabY ajoute une molécule d’acétyl-CoA sur le malonyl-ACP pour
former le B-oxobutyryl-ACP. Ce dernier entre alors via FabG dans les cycles d’élongation des
chaines d’AG, impliquant les enzymes FabA/FabZ, Fabl/FabV, FabB/FabF et une nouvelle
molécule de malonyl-ACP, et FabG. La redondance observée au niveau du nombre d’enzymes
pouvant catalyser chaque réaction témoigne de I’importance de cette voie de biosynthése pour
la bactérie. Néanmoins, quelques spécificités peuvent étre notées. FabA peut par exemple, agir
en tant qu’isomérase lorsque la chaine possede 10 carbones, permettant d’outrepasser la prise
en charge par Fabl/FabV et continuer son élongation par FabB, permettant de créer alors une
insaturation dans la chaine d’AG. Il existe également d’autres moyens pour créer des
insaturations dans la chaine, via notamment les désaturases DesA et DesBC. Une autre voie
permet la condensation de chaines d’AG issues de la f-oxydation avec un malonyl-CoA via
I’enzyme FabH3. La molécule résultante peut étre intégrée dans le cycle d’élongation des

chaines d’AG via FabG (Boechat et al., 2013).

il Lipoprotéines
11 existe également des lipoprotéines ancrées dans la membrane interne, ce qui représente 23 %
du nombre total de lipoprotéines. Si la biosynthése est identique entre celles adressées a la
membrane interne et celles adressées a la membrane externe, la différence réside dans le fait
que celles de la membrane interne possedent un signal de « non-prise en charge » par le systéme
LolABCDE, et restent donc ancrées dans la membrane interne. Elles seraient impliquées dans
des fonctions cellulaires telles que le métabolisme des carbohydrates, la respiration cellulaire,

le systeme de sécrétion de type VI ou la division cellulaire (Remans et al., 2010).

2. Morphologie et division cellulaire

Comme mentionné en amont, le peptidoglycane confére la forme et la rigidité a la cellule.
Cependant, il existe une multitude de morphologies cellulaires, et le peptidoglycane ne peut
étre le seul responsable de ces différentes formes. En 1987, Wachi et collaborateurs découvrent
un cluster de geénes, mre, dont les produits sont responsables de la forme bacillaire d’E. coli.

Lorsque ce cluster est mutg, les cellules deviennent sphériques, et la complémentation de ce
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Figure 17. Morphologie et division cellulaire.

A. MreB se présente sous forme de longs filaments dynamiques (bords verts) se mouvant (fléches noires) autour
de la cellule. Ce faisant, il permet la synthése du peptidoglycane (rectangle bleu), étant relié via un complexe
membranaire a des protéines de synthése de ce peptidoglycane (point orange) (Errington, 2015). B.
Représentation de I’attachement du filament de MreB au complexe membranaire, composé des protéines MreC,
MreD et RodZ (Shi et al., 2018). C. Etapes et protéines impliquées dans la division cellulaire bactérienne

(Haeusser et Margolin, 2016).
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dernier restore le phénotype sauvage, voire provoque un léger allongement des cellules (Wachi
et al., 1987). En 1989, MreB est identifi¢ par le méme groupe comme étant le responsable de
ces phénotypes observés. Ils montrent de plus qu’une surexpression de ce géne entraine une
filamentation de la cellule, ainsi qu’une inhibition de la division cellulaire (Wachi et
Matsuhashi, 1989). Le géne mreB est de plus absent du génome des coques, appuyant de fait
I’hypothese que ce gene est responsable de la forme bacillaire des bactéries (Margolin, 2009).
11 est découvert en 2001 que MreB est ’homologue procaryote de I’actine (Jones et al., 2001).
Cette protéine se polymérise dans le cytoplasme en longs filaments dynamiques tout autour de
la cellule, qui interagissent avec la membrane interne de la cellule (Figure 17A ; Errington,
2015). Leurs déplacements au sein de la cellule coincident avec la localisation spatiale de
renouvellement du peptidoglycane (Margolin, 2009). En effet, les filaments de MreB
interagissent avec un complexe protéique membranaire composé de MreC, MreD et RodZ, lui-
méme relié a des enzymes de synthese du peptidoglycane, et I’ensemble se déplace tout autour
de la cellule (Figure 17B ; Shi et al., 2018). MreB est donc impliqué dans le maintien de la

forme cellulaire et du renouvellement du peptidoglycane.

FtsZ est I’acteur principal de la division cellulaire. D’abord, cette protéine se polymérise en un
anneau contractile autour de la cellule (« anneau Z »), et se lie a la membrane interne via FtsA
et ZipA, puis recrute différentes protéines pour former le divisome mature. La constriction peut
alors débuter, et, au fur et a mesure de cette constriction, le nouveau peptidoglycane est
synthétisé, la finalité étant la division cellulaire en deux cellules filles (Figure 17C ; Haeusser
et Margolin, 2016). Cette division cellulaire est régulée de fagon trés complexe. Par exemple,
le systtme MinC-MinD-MinE permet le placement correct de I’anneau contractile dans la
cellule (Lutkenhaus, 2007). L anneau contractile se forme une fois que le chromosome s’est
dupliqué, et que les deux nucléoides formés aient migré aux extrémités de la cellule (Margolin,
2005). MreB pourrait étre impliqué dans la ségrégation des chromosomes (Kruse et al., 2003).
Cette protéine interagit directement avec FtsZ, et est nécessaire pour la division cellulaire
(Fenton et Gerdes, 2013). Il semble également qu'un certain ratio entre MreB et FtsZ soit
nécessaire pour le bon déroulement de ces processus fondamentaux. En effet, une surexpression
de MreB ou une délétion de FtsZ aboutit a une filamentation cellulaire, par inhibition de la
division, alors que les chromosomes sont correctement dupliqués. Il en résulte alors une longue
cellule multi-nucléée (Fenton et Gerdes, 2013; Margolin, 2009). L’inverse résulte en une
perte de la forme bacillaire, par simple division de cellules a la forme coccoide (Margolin,

2009; Wachi et al., 1987).
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Tableau 3. Exemples de stress d’enveloppe (adapté de Mitchell et Silhavy, 2019).

Catégorie Stress Effet sur ’enveloppe
Diminution de la Diminution du taux de biosyntheése
température Diminution du taux de repliement
protéique
Diminution de la fluidité membranaire
Augmentation de la Non-repliement protéique
température Stress dans les voies de biogénése
Augmentation de la fluidité
membranaire
Stress Changement de pH Mauvais repliement protéique
environnemental Perturbation/interruption des réactions
Diminution de ’osmolarité = Assimilation d’eau
Diminution de la concentration en
solutés
Diminution de la tension membranaire
Stress redox Dommages oxydatifs sur les protéines
Dommages oxydatifs sur les membranes
Mauvais repliement protéique
Limitation en nutriments Entrave a la biosynthese
Métaux Dommages oxydatifs
Remplacement des métaux natifs
Antibiotiques ciblant la Perturbation de la structure cible
Antimicrobiens membrane (peptidoglycane, par exemple)
et composés Antibiotiques inhibant Perturbation de la sécrétion via la
toxiques I’¢longation de la traduction machinerie de sécrétion protéique Sec
protéique
Peptides antimicrobiens Perturbation membranaire
Sels biliaires Perturbation membranaire
Stress traductionnel Mauvais repliement protéique
Stress Surexpression protéique Défaut de sécrétion
intrinséque Perturbation membranaire

Mutations

Altération de la biogénése
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Enfin, il est courant qu’un stress induise une filamentation cellulaire. La réponse SOS est
induite lorsque des dommages liés a I’ADN sont percus par la cellule. RecA est alors induit, et
va en retour cliver LexA, un répresseur des génes liés a la réponse SOS, qui ne va donc plus
pouvoir exercer sa répression. SulA est une protéine induite par cette réponse SOS, et se trouve
étre un répresseur de la division cellulaire par inhibition de la polymérisation de FtsZ,
empéchant ainsi la transmission d’ADN endommagé aux cellules filles et ainsi de fausses
informations génétiques. Cette filamentation induite par la réponse SOS est aussi utilisée par la
bactérie a son avantage, notamment lors de I’infection. En effet, une longue cellule contenant
plusieurs chromosomes augmente son taux de recombinaison génétique et donc son adaptation
a son nouvel environnement, mais aussi permet d’échapper plus facilement aux cellules
immunitaires comme les macrophages et les leucocytes polynucléaires neutrophiles, qui ne

peuvent phagocyter de si longues cellules (Ultee et al., 2019).

3. Stress d’enveloppe

A la frontiére avec I’environnement, I’enveloppe est une structure particuliére et stratégique
pour la cellule bactérienne. Méme si elle peut survivre sans cette barriére au prix d’une
adaptation drastique (Glover et al., 2009; Ultee et al., 2019), I’enveloppe est nécessaire pour
une multitude de fonctions physiologiques, ainsi que la protection de la cellule face aux
agressions environnementales. Le maintien de 1’état physiologique des membranes comme du
peptidoglycane est donc essentiel. Les stress affectant I’enveloppe (membranes externe et
interne, et périplasme) sont multiples ; des exemples en sont présentés dans le tableau 3

(Mitchell et Silhavy, 2019).

a. Stress chimique et biologique

Les antibiotiques sont des agents bien décrits pour provoquer des stress d’enveloppe. Les
antibiotiques de la famille des P-lactamines vont se lier aux PLP (Protéines Liant les
Pénicillines) qui sont en fait des enzymes nécessaires a la transpeptidation du peptidoglycane.
Ces enzymes ont pour substrat naturel les dipeptides D-alanine-D-alanine présents dans les
ponts peptidiques situés entre les chaines de résidus NAM et NAG. Ces antibiotiques possedent
une analogie structurale avec ces dipeptides, permettant leur reconnaissance par les PLP.
Cependant, ces antibiotiques vont établir une liaison covalente avec ces enzymes et ainsi inhiber
leur fonctionnement (Fernandes et al., 2013). Un autre antibiotique ciblant la synthése du

peptidoglycane est la fosfomycine, ciblant I’enzyme responsable de la conversion du NAG en
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NAM (Michalopoulos et al., 2011). Certains peptides antimicrobiens, les lantibiotiques,
ciblent le lipide II, précurseur de la synthése du peptidoglycane, et peuvent également former
des pores dans la membrane (Draper et al., 2015). Enfin, la D-cyclosérine est un antibiotique
ciblant I’enzyme responsable de la racémisation du L-alanine en D-alanine, I’alanine racémase
(Lambert et Neuhaus, 1972). Ces antibiotiques vont provoquer une augmentation de protéines

mal repliées dans le périplasme, ainsi qu’une perte d’intégrité de I’enveloppe.

Les peptides antimicrobiens cycliques cationiques ribosomaux et non ribosomaux (famille des
polymyxines), sont des molécules ciblant la membrane externe. Généralement, ils vont se lier
au LPS par interaction électrostatique, en lieu et place des cations divalents présents
naturellement présents (Mg?" ou Ca®"). L’encombrement stérique de ces peptides, bien
supérieur aux cations divalents, perturbe I’organisation de la membrane par formation de pores

ou en augmentant la perméabilité membranaire (Falagas et al., 2005; Zhang et Gallo, 2016).

Enfin, les aminoglycosides sont des antibiotiques ciblant les ribosomes, et donc la synthese
protéique. Bien que la cible de cette famille d’antibiotiques ne soit pas directement les
membranes ou le peptidoglycane, leur mode d’action conduit a un stress d’enveloppe. En effet,
la traduction protéique étant perturbée, elle conduit a la synthése de protéines défectueuses, mal
repliées, pouvant conduire au déclenchement d’un stress d’enveloppe lors de I’incorporation de
ces protéines dans les membranes. De plus, ces antibiotiques sont fortement cationiques, et,
comme les peptides antimicrobiens, peuvent interagir avec les LPS de la membrane externe, la

perturbant et la déstabilisant (Kotra et al., 2000; Krause et al., 2016).

La présence de métaux, de solvants, de détergents ou les conditions oxydo-réductrices et de pH
du milieu peuvent entrainer des dommages oxydatifs sur les lipides, les solubiliser et entrainer

une augmentation de la perméabilité membranaire (Rowley et al., 2006).

b. Stress mécanique

i. Température
Chaque bactérie posséde une température optimale de croissance, sa physiologie étant adaptée

a cette température. Lorsque la température décroit brusquement, les membranes deviennent
plus rigides, impactant alors les échanges avec I’environnement, et provoque un ralentissement
global du métabolisme bactérien, menant a un arrét de la synthése protéique, une agrégation
des protéines entre elles (dues a une activité diminuée des protéines chaperonnes) et un arrét de

la réplication de I’ADN (Keto-Timonen et al., 2016).
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Figure 18. Systéemes de réponse au stress d’enveloppe chez E. coli.

A. En absence de stress, le facteur sigma ECF RpoE est séquestré par son facteur anti-sigma RseA, 1ié¢ a RseB.
Lors d’un stress, DegS se lie a des protéines non repliées, et permet de cliver RseA, a I’aide de RseP, libérant
RpoE pouvant réguler les génes de son régulon. Les systemes a deux composants Cpx (B), Rcs (C) et Bae (D) sont
également impliqués. Le systétme a deux composants Rcs est plus complexe, la réponse se faisant par un
phosphorelais (voir texte). E. La réponse Psp implique quant a elle PspF, qui régule les génes sous sa dépendance

lorsque PspA le libére (Mitchell et Silhavy, 2019).
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A TD’inverse, une brusque augmentation de la température provoque une déstabilisation des
membranes via une augmentation de la fluidité et de la perméabilité membranaire. De plus, les
chocs chauds provoquent une accumulation de protéines mal repliées et donc des agrégats

protéiques (Schumann, 2017; Yura et al., 1993).

ii. Osmolarité
Un brusque changement d’osmolarit¢ de 1’environnement peut engendrer de lourdes
conséquences pour la cellule. Un choc hyperosmotique provoque une déshydratation par sortie
massive d’eau de la cellule, ainsi que la plasmolyse du cytoplasme, entrainant un décollement
de la membrane cytoplasmique. A I’inverse, un choc hypo-osmotique engendre une
augmentation de la pression de turgescence sur I’enveloppe cellulaire, par entrée massive d’eau
dans la cellule. Si le peptidoglycane permet a la bactérie de résister a cette pression mécanique,
d’autres systemes doivent entrer en jeu lors de chocs trop importants, comme le relargage de
solutés (glycine-bétaine, proline, ions K'...) afin d’éviter la lyse cellulaire (Rojas et Huang,

2018; Wood, 2015).

4. Réponse aux stress d’enveloppe

Pour répondre aux stress d’enveloppe, les bactéries ont développé tout un arsenal moléculaire.
La réponse au stress d’enveloppe est tres bien décrite chez E. coli, et elle implique les systémes
Cpx, Rcs, Bae et Psp, ainsi que le facteur 6 ECF RpoE et 6 canaux mécanosensibles (Figure
18). Chaque systeme répond a des stress particuliers, bien qu’un type de stress puisse activer
plusieurs voies de réponse. Les systemes Cpx et Bae sont des TCS simples, avec un senseur
(CpxA et BaeS, respectivement) et un régulateur (CpxR et BaeR, respectivement). Le systéme
Rcs est aussi un TCS, mais plus complexe, impliquant le senseur de stress RcsF, une
lipoprotéine de la membrane externe, IgaA, une protéine de membrane interne inhibant soit
RcsC soit ResD dans des conditions normales. En conditions de stress, RcsF se lie a IgaA,
inhibant son action de répression. ResC peut alors s’autophosphoryler, puis transmettre son
phosphate a RcsD, qui va a son tour phosphoryler ResB, le régulateur de réponse. La voie Psp
est un systéme permettant le maintien de la force proton-motrice. Lorsque cette dernicre est
affectée, PspB et PspC se lie a PspA, libérant ainsi PspF, qui est un activateur de transcription
se liant uniquement a RpoN, lorsque celui-ci est accroché au core polymérase. Enfin, RpoE, le
facteur 6 ECF, est activé lorsque DegS se lie a des protéines mal repliées, qui va s’activer et

protéolyser RseA, le facteur anti-c de RpoE, le libérant afin qu’il aille réguler les génes sous sa
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dépendance. De plus, cette bactérie possede plusieurs canaux mécanosensibles la protégeant

des chocs osmotiques : MscL et 5 de la famille des MscS.

Ces systemes vont pouvoir réguler des fonctions physiologiques tels que la biogénése du LPS,
les chaperonnes, les protéines impliquées dans la dégradation des protéines, la modification du
peptidoglycane, les systemes d’efflux, la mobilité, la formation de biofilm ou encore des
ARNnNc pouvant inhiber la traduction des protéines de membrane externe, par exemple (Figure

18 ; Mitchell et Silhavy, 2019).

Chez P. aeruginosa, la réponse aux stress d’enveloppe implique 3 facteurs ¢ ECF, 12 TCS et 9
canaux mécanosensibles. Les TCS répondent notamment a des stress impliquant des métaux
lourds, des antibiotiques et des peptides anti-microbiens. Les facteurs ¢ ECF incluent
principalement AlgU (I’homologue de RpoE) et SigX. Ces deux facteurs ¢ ECF possédent un
régulon d’environ 300 genes et controle des phénotypes majeurs au niveau de la virulence et
du biofilm. Sbrl a récemment été décrit et classé dans cette catégorie, bien que son régulon reste
relativement étroit, avec environ 20 geénes (McGuffie et al., 2016). Enfin, cette bactérie
posséde, en plus de MscL, 8 canaux mécanosensibles appartenant a la famille des MscS,
suggérant une régulation fine lors de stress hypo-osmotiques, et / ou des rdles particuliers au

sein de la cellule.

a. [Tacteurs sigma a fonction extra~c3toplasmique

Les facteurs o sont des sous-unités transitoires de I’ARN polymérase, responsables de
I’initiation de la transcription des genes. Les facteurs ¢ sont divisés en deux familles, les
facteurs 6'° et 6°*, différents structurellement et fonctionnellement entre eux (Llamas et al.,
2014). En effet, le mode d’initiation de la transcription des facteurs 6™ est plus proche de celui
des eucaryotes que des procaryotes. Le représentant majeur de cette derniére est le facteur 6™
(RpoN) (Merrick, 1993). La famille des facteurs ¢'° est divisée en quatre groupes. Le premier
groupe réunit les facteurs ¢ primaires essentiels pour la bactérie et hautement conservés entre
eux, tels que o® (RpoD). Le deuxiéme est trés similaire au premier, excepté qu’il réunit des
facteurs ¢ non-essentiels pour la bactérie, tel que 6> (RpoS). Le troisiéme regroupe des facteurs
o alternatifs, spécifiques de certaines fonctions physiologiques comme la synthése du flagelle
(" ou RpoF) ou la réponse au stress thermique (c'' ou RpoH), et posséde donc des régulons
ciblés. Le dernier groupe de cette famille, le plus large et le plus diversifi¢€, est celui des facteurs
o ECF, qui sont activés en réponse a des stimuli environnementaux (extra-cytoplasmiques)

jouant donc un réle de transduction de signaux (Llamas et al., 2014). Ils ont été découverts il
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Les domaines 62 et 64, conservés chez les ECF, sont nécessaires pour la reconnaissance des boites -10 et -35 des

promoteurs (Llamas et al., 2014).

110



Introduction - II. Enveloppe de Pseudomonas aeruginosa ||| GG

y a 25 ans par Lonetto et collaborateurs, en analysant la structure de facteurs ¢ (Lonetto et al.,
1994). En effet, si les facteurs ¢ du premier groupe sont caractérisés structurellement par la
présence de 4 domaines, ces facteurs ¢ ECF ne sont composés que des domaines 62 et 64, a
savoir les deux domaines nécessaires pour la reconnaissance des séquences -10 et -35 des
promoteurs (Figure 19 ; Llamas et al., 2014). Une ¢tude phylogénétique réalisée sur 2708 ECF
a révélé que 1735 ECF pouvaient étre subdivisés en 43 groupes majeurs (contenant plus de 10

ECF), et 128 ECF en 24 groupes mineurs (Staron et al., 2009).

En absence de stimuli, les ECF sont inactifs, séquestrés par des facteurs anti-c, associés a la
membrane interne pour la plupart. Lors de la perception d’un stimulus, ce facteur anti-c est
dégradé par des protéases intra-membranaires et cytoplasmiques, conduisant a la libération du

facteur ¢ qui ira réguler les génes sous sa dépendance (Helmann, 2002).

i Facteurs ¢ ECF chez P. aeruginosa

Chez P. aeruginosa PAOL, il existe 24 facteurs o, dont 19 a fonction extra-cytoplasmique, P.
aeruginosa PA14 possédant un facteur o ECF supplémentaire. Ce nombre considérable est lié
a ses extraordinaires facultés d’adaptation a tous types d’environnements. Ces ECF sont
impliqués dans I’incorporation du fer, de métaux ou encore dans la réponse au stress

d’enveloppe et sont décrits dans une revue a laquelle j’ai contribué (Chevalier et al., 2018).

111



BBA - Gene Regulatory Mechanisms Xxx (XXXX) XXX—XXX

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bbagrm

Contents lists available at ScienceDirect

BBA - Gene Regulatory Mechanisms

Extracytoplasmic function sigma factors in Pseudomonas aeruginosa™

Sylvie Chevalier™*, Emeline Bouffartigues”, Alexis Bazire”, Ali Tahrioui”, Rachel Duchesne?,
Damien Tortuel®, Olivier Maillot”, Thomas Clamens”, Nicole Orange”, Marc G.J. Feuilloley”,

Olivier Lesouhaitier’, Alain Dufour”, Pierre Cornelis®

@ Laboratory of Microbiology Signals and Microenvironment LMSM EA 4312, Normandy University, University of Rouen, 27000 Evreux, France
P IUEM, Université de Bretagne-Sud (UBL), Laboratoire de Biotechnologie et Chimie Marines EA 3884, Lorient, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Pseudomonas aeruginosa

The opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa, like all members of the genus Pseudomonas, has the capacity
to thrive in very different environments, ranging from water, plant roots, to animals, including humans to whom

ECFo it can cause severe infections. This remarkable adaptability is reflected in the number of transcriptional reg-

Iron uptake

Virulence

Cell wall stress response
Biofilm formation

ulators, including sigma factors in this bacterium. Among those, the 19 to 21 extracytoplasmic sigma factors
(ECFo) are endowed with different regulons and functions, including the iron starvation o (PvdS, Fpvl, Hasl,
Fecl, FecI2 and others), the cell wall stress ECFo AlgU, SigX and Sbrl, and the unorthodox o™ involved in the

expression of virulence. Recently published data show that these ECFo have separate regulons although pre-
senting some cross-talk. We will present evidence that these different ECFo are involved in the expression of
different phenotypes, ranging from cell-wall stress response, production of extracellular polysaccharides, for-
mation of biofilms, to iron acquisition.

1. Introduction

The Gram-negative y-proteobacterium Pseudomonas aeruginosa is
the most prominent and best-studied member of the genus Pseudomonas
and is known for its capability to colonize a wide variety of niches from
diverse marine to terrestrial habitats and for its large metabolic capa-
city [1]. P. aeruginosa is an opportunistic pathogen with a broad host
range from amoeba to humans [2], which can cause acute or chronic
infections, in immune-compromised and cystic fibrosis patients [3]. Its
high antibiotic resistance levels towards a broad spectrum of anti-
microbials represent a serious threat for individual and public health
[4]. Additionally, P. aeruginosa forms biofilms and undergoes pheno-
typic diversification to small colony variants or conversion to a mucoid
phenotype which further complicates antibiotic therapies [5,6]. In
2000, the complete sequence of the P. aeruginosa strain PAO1 genome
was published [7], revealing a large genome of 6.3 million base pairs
with 5570 predicted open reading frames (ORFs), including a strikingly
high proportions of ORFs encoding regulatory two-component systems
(TCS) (2.1%) and transcriptional regulators (7.2%). These regulators
have been hypothesized to provide the regulatory framework for the
remarkable environmental adaptability of P. aeruginosa [8]. Together
with TCSs and quorum sensing systems, alternative sigma factors are

among the most important and common regulatory mechanisms of
Pseudomonas [9].

Sigma factors are multi-domain subunits of bacterial RNA poly-
merase (RNAP) that play critical roles in transcription initiation, in-
cluding the recognition and opening of promoters as well as the initial
steps in RNA synthesis. While the primary sigma factor 0’° ensures the
bulk of transcription during growth, a major strategy used by bacteria
to regulate gene expression consists of modifying the RNAP promoter
specificity by means of alternative sigma factors. Among them, Extra
Cytoplasmic Function sigma factors (ECFo) constitute the most abun-
dant group that was identified based on their homology with the pri-
mary sigma factor 6’° [10]. A comprehensive classification of more
than 2700 ECFo from hundreds of bacterial genomes has defined 43
major groups and numerous minor phylogenetically distinct subgroups
[11]. On average, bacterial genomes harbour approximately six ECFo
that represent a widespread principle of bacterial signaling by con-
necting the perception of an extracellular stimulus to the induction of
specific gene sets [11,12]. ECFo are in most cases sequestered and kept
inactive by specific anti-sigma factors that respond to environmental
stimuli. Upon environmental stresses or specific inducing factors, sig-
naling networks result in the release of the ECFo, which then recruit the
RNAP catalytic core and trigger gene expression of dedicated target
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regulons. Over the past decade, the process called regulated in-
tramembrane proteolysis (RIP) has emerged as a paradigm for trans-
membrane signal transduction in bacteria. One of the best-character-
ized examples of such signal transduction is the pathway governing the
o"-dependent cell envelope stress response in Escherichia coli. In un-
stressed cells, o is sequestered at the membrane by the transmembrane
anti-o factor RseA. Stresses that compromise the cell envelope activate
the RIP proteolytic pathway. Under this condition, unfolded outer
membrane proteins (OMPs) in the periplasm bind to the inner mem-
brane protease DegS that removes the periplasmic domain of RseA
creating a substrate for the next protease in the pathway, RseP, which
then cleaves RseA. The remaining fragment of RseA is released into the
cytoplasm and fully degraded by the ATP-dependent protease ClpXP,
thereby freeing o® to reprogram gene expression. A growing body of
evidence indicates that RIP is used to regulate similar anti-o factor/o
factor pairs throughout the bacterial world and has been adapted to
recognize a wide variety of signals and control systems as diverse as
envelope stress responses, virulence and iron-siderophore uptake [13].

Most of ECFo display a characteristic protein domain architecture
with only two of the four regions of 0”° proteins remaining, namely
regions o, and o4 [14], which are sufficient for binding to the RNAP
core enzyme and promoter recognition [11,14]. Their cognate anti-o
factor is often membrane-anchored and encoded by an operon in-
cluding the corresponding ECFo gene. ECFo generally cause expression
of relatively few genes, and most ECFo are subject to positive auto-
regulation, thereby enhancing their activating effect for as long as in-
ducing conditions prevail. Once the stimulus ceases, the simultaneous
up-regulation of the co-expressed anti-o then ensures a swift shut-off of
o factor activity. P. aeruginosa PAO1 and PA14 display 19 and 21 ECFo
factors, respectively (FecI2 and PA14_28970 being specific for PA14),
reflecting thus their huge adaptation abilities (Table 1). The functions
controlled by Pseudomonas ECFo include cell envelope stress response,
production of the exopolysaccharide alginate, iron uptake via ferric-
siderophores, heme and iron-citrate, and pathogenicity [15]. In P.

BBA - Gene Regulatory Mechanisms xxx (xxxx) XXxX—-XXX

aeruginosa PAO1, 14 ECFo belong to the iron-starvation group, based on
their role in the regulation of iron uptake [15,16]; three others belong
to the cell wall stress response group, one is associated to phosphate
starvation and one is so far unknown (Table 1, Fig. 1). In addition to
giving the latest highlights in terms of function and regulon of all ECFo
of P. aeruginosa, this review focuses on the regulation of their expres-
sion and activity.

2. Cell wall stress response ECFo

The bacterial cellular envelope is a target for numerous antibiotics
and host immune defences. Envelope biogenesis must be monitored to
establish and maintain a contiguous barrier. The envelope must also be
repaired and modified in response to environmental assaults. Cell wall
stress responses sense envelope damages or defects and encompass all
regulatory events to mitigate stress, enabling a cell to maintain its en-
velope integrity. Many Gram-negative cell wall stress responses, which
must contend with an outer membrane and a dense periplasm con-
taining the peptidoglycan layer, have been associated with the status of
protein folding and homeostasis of membranes and peptidoglycan, as it
is the case for E. coli RpoE ECFo (o%) [17]. In P. aeruginosa, AlgU, SigX
and SbrI are the three ECFo involved in maintaining cell envelope in-
tegrity.

2.1. AlgU: mucoidy, stress response and beyond

2.1.1. AlgU and its anti-o factor MucA

The human genetic disease cystic fibrosis favors lung infection by
bacterial pathogens including P. aeruginosa [18]. Patients are initially
intermittently colonized by P. aeruginosa strains resembling environ-
mental strains (non-mucoid). Over time, colonizing P. aeruginosa strains
switch to a mucoid phenotype characterized by an over-production of
the exopolysaccharide alginate [18-20], leading to the establishment of
chronic infection and concomitant airway inflammation, which is the

Table 1

ECFo factors in P. aeruginosa PAO1 and PA14.
PAO1L n° PAl4 n° Name Length (AA) Regulatory elements
ECF sigma factors Anti-o TBDT
Iron responsive ECFo
PA0149 PA14.01840 - 181 PA0150 PA0O151
PA0472 PA14.06180 Fiul 172 PA0471 (FiuR) PA0470 (FiuA)
PA1300 PA14_47400 - 175 PA1301 PA1302
PA1363 PA14.46660 174 PA1364 PA1365
PA1912 PA14_39800 Feml 168 PA1911 (FemR) PA1910 FemA
PA2050 PA14_37990 - 168 PA2051 PA2057, PA2070
PA2093 PA14_37430 - 169 PA2094 PA2089, PA2590
PA2387 PA14_33800 Fpvl 159 PA2388 (FpvR) PA2398 (FpvA)
PA2426 PA14_33260 PvdS 187 PA2388 (FpvR) PA2398 (FpvA)
PA2468 PA14_32710 FoxI 172 PA2467 (FoxR) PA2466 (FoxA)
PA3285 PA14_21550 - 203 - -
PA3410 PA14.19990 Hasl 171 PA3409 (HasS) PA3408 (HasR)
PA3899 PA14.13460 Fecl 169 PA3900 (FecR) PA3901 (FecA)
PA4896 PA14.64700 - 178 PA4895 PA4897
“ PA14_27690 FecI2 197 PA14.06170 PA14.06180
Virulence?
PA0675 PA14_55550 Vrel 181 PA0676 (VreR) PA0674 (VreA?)
Cell wall stress response ECFs
PA0762 PA14.54430 AlgU 193 PA0763 (MucA)
PA1776 PA14.41575 SigX 165 PA1776 (CfrX?)
PA2896 PA14_26600 Sbrl 194 PA2895 (SbrR)
Unknown
"PA1351 PA14_46810 - 407 - -
“ PA14.28970 - 179 PA14_28980

TBDT: TonB-dependent transporter.
2 PA14.27690 and PA14_28970 are PA14 specific ECFo.

> PA1351 is larger than the other ones.
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Fig. 1. Physiological functions and mechanisms of activation of some ECFo in response to known or suspected signals in P. aeruginosa.

The signals are depicted in the left column: cell wall stress for AlgU, SigX and Sbrl; Pi (inorganic phosphate restriction) for Vrel, and iron starvation for PvdS, Fpvl,
Fecl, FecI2, HasI and FoxI. The outer membrane is represented and shows the proteins demonstrated or thought to be involved in the transduction of the signal (OprF
for SigX; TBDTs for the iron starvation ECFo). The cytoplasmic membrane is also shown with the respective anti-o factors. The regulons and the associated functions
are depicted in the column on the right. The main functions of the different ECFo are described in the text.

main cause of mortality for CF patients [18-20]. The alginate bio-
synthesis genes constitute the 12-gene algD operon [20-22]. The
amount of alginate produced depends on the transcription level of this
operon and therefore on the activity of the single promoter lying up-
stream of algD. The algU gene, which does not belong to the algD op-
eron, was identified as necessary for algD transcription and the mucoid
phenotype [23]. AlgU (also known as AlgT, 0> and o%) was confirmed
to be a o factor since it associates to RNAP and directs transcription of
target promoters [24,25].

AlgU is a 22.2kDa protein and its gene is highly conserved in all
sequenced P. aeruginosa genomes [26]. AlgU is closely related (66%
identity) to the ECFo ot (RpoE) of E. coli [27]. The consensus promoter
sequences recognized by AlgU were reported to be GAACTT-N16/17-
TCtgA (highly conserved nucleotides in capital letters) [28,29]. A de
novo sequence logo was generated for AlgU-dependent promoters,
which can be summed up as: G(A/G)A(A/C)(C/T)TT — N4 — GGTC
NNA (nucleotides in bold matching the above sequences) [30]. AlgU is
inhibited by the anti-o factor MucA [31,32]. The mucA gene lies
downstream of algU, these two genes being part of the algU-mucABCD
operon [33]. MucA is a 21.0 kDa (194 residues) protein located in the
cytoplasmic membrane. A single transmembrane segment (residues
84-103) separates its cytoplasmic N-terminal and its periplasmic C-
terminal domains [34]. MucA cytoplasmic domain binds AlgU, pre-
venting the association of the o factor with the core RNAP and the
transcription of AlgU-dependent genes. Although structural data on
AlgU, MucA, and the AlgU-MucA complex are missing, the results ob-
tained with E. coli o® and its anti-o RseA provide some clues: when o® is
bound to the cytoplasmic domain of RseA, the latter is sandwiched
between the 0, and 04 domains of © [35]. The binding of ¢* to RseA
and RNAP are mutually exclusive and o* binds more tightly in vitro to
RseA than to RNAP [35]. The MucB protein, encoded by the third gene
of the algU operon, is also a negative regulator of AlgU activity [36].
MucB is located into the periplasm [34] where it binds to the C-terminal
domain of MucA thereby preventing the cleavage of MucA by the
periplasmic AIgW protease [37]. By increasing the stability of MucA,
MucB favors the sequestration of AlgU by MucA and contributes to
maintaining AlgU in an inactive state (Fig. 2).

2.1.2. AlgU activation mechanisms

In most cells displaying a permanent mucoid phenotype, alginate
over-production results from AlgU hyper-activity, which provokes a
very high transcription level of the algD operon. Besides being AlgU-
dependent, the algD promoter is the target of numerous regulators
[22,38], including AlgR which gene is AlgU-dependent [39]. The most
frequent mechanism of conversion to mucoidy is the occurrence of
spontaneous mutations in the mucA gene leading to truncated MucA
proteins [40]. Such mutations were observed in 82-93% of mucoid
isolates in three studies [41-43], and in 38-44% of mucoid isolates in
two other reports [44,45]. A number of different mucA mutations have
been reported [41-45], the most frequent being the deletion of a G from
a string of five G residues at positions 426-430 in mucA (this mutation
was named mucA22 [39], AG430 [43-45] or AG440 [40-42]). Most of
the mutations occur within the third quarter of the mucA sequence [41],
which leads to MucA proteins with a truncated C-terminal periplasmic
domain. While neither their membrane location nor their ability to
sequester AlgU should be impaired, they are unable to bind the peri-
plasmic MucB protein. MucA mutants are generally less stable than
wild-type MucA [46], which unbalances the MucA/AlgU ratio and
leaves free a part of AlgU copies. Furthermore, three of the five

promoters controlling the algU gene are AlgU-dependent [47]. This
positive auto-regulatory loop leads to higher production of AlgU when
the latter is active [46]. The instability of MucA mutants is due to their
degradation by the periplasmic protease Prc [48], while Prc does not
seem to play a major role on wild-type MucA proteolysis [48,49]. Other
proteases such as MucP in the inner membrane and ClpXP in the cy-
toplasm were hypothesized to further degrade MucA mutants to achieve
the AlgU release, but this remains to investigate [49]. Finally, mucoid
mucA mutants can revert in vivo and in vitro to a non-mucoid phenotype
via secondary-site mutations in algU or in other unidentified genes
[27,33,43].

Soon after its discovery, AlgU was shown to play a role in stress
response [28]. This suggested that in addition to be permanently hyper-
active in mucoid cells, AlgU could be transiently activated in non-mu-
coid cells in response to stresses. Antibiotics that block peptidoglycan
synthesis indeed induce AlgU activity [50], by RIP, a mechanism that
relies on the proteolysis of MucA (RIP) [37,50-53], and is similar to the
pathway activating o® in E. coli [13]. P. aeruginosa RIP is depicted in
Fig. 2 and will only be summed up below since it was reviewed in detail
[15,49]. Stresses leading to dysfunction in outer-membrane assembly,
structure and/or secretion systems activate RIP through molecular
signals such as peptide sequences from proteins accumulated in the
periplasm (over-produced envelope protein MucE, unassembled OMPs,
over-produced CupBS5, truncated type IV pilin) and unassembled lipo-
polysaccharides [49-51]. Periplasmic accumulation of these proteins
activates the periplasmic protease AlgW which cleaves MucA within its
periplasmic domain [51]. As mentioned above, MucB binds MucA and
protects MucA from proteolysis by AlgW [37,53], but this can be an-
tagonized by the binding of unassembled periplasmic lipopolysacchar-
ides onto MucB [54]. After AIgW action, MucA is subjected to further
proteolysis by MucP (also known as YaeL) and ClpXP, which are in the
inner membrane and the cytoplasm, respectively [37,49,52]. The algU-
mucABCD operon encodes two other regulators: whereas the MucC
action remains unclear [49,55], MucD is a protease which represses
RIP, presumably by degrading and/or chaperoning misfolded or accu-
mulated proteins in the periplasm, thereby preventing or limiting AIgW
activation [49,51].

2.1.3. AlgU regulon and relationships with other regulators

The AlgU regulon has been mainly investigated by comparing mu-
coid cells (mucA mutants) to their non-mucoid counterpart or to their
isogenic algU mutant [29,56,57] or by stressing cells with the pepti-
doglycan synthesis inhibitor p-cycloserine and comparing to unstressed
bacteria [37,50]. As expected, the regulon included the algU and algD
operons, the alginate regulatory genes, stress response genes, genes
encoding membrane proteins and proteins involved in lipopoly-
saccharide synthesis (Table S1). In mucoid cells, a strong induction of
nine genes encoding lipoproteins was furthermore observed [29,57].
These lipoproteins are pro-inflammatory toxins, and seven of these
genes could be directly AlgU-dependent [57]. The involvement of AlgU
in the pathogenesis of P. aeruginosa was also supported by the induction
of virulence-related genes in mucoid cells as lasB and aprA encoding the
major protease elastase and the alkaline metalloproteinase, respec-
tively, and hcn genes encoding hydrogen cyanide synthases [56], or the
secondary metabolite paerucumarin biosynthesis genes pvcAB
[37,50,58]. Identifying the AlgU regulon members within the larger p-
cycloserine regulon by a subtractive approach applied on several
transcriptomic datasets led to a total list of 293 genes [37]. Genes
identified in transcriptomic experiments could be either under direct
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Fig. 2. Mechanism of AlgU activation.

The mechanism activating AlgU in response to stresses is based on a process named regulated intramembrane proteolysis (RIP), a pathway that has been first depicted
for activating o® in E. coli [13]. The names of the proteins that are involved in RIP in P. aeruginosa and E. coli (parenthesis) are indicated. The left panel depicts the
unstressed situation with correctly folded OMPs (top). Under this condition, AlgU is sequestered in the cytosol by the MucA (RseA) anti-o factor. The right panel
shows the situation when the cell undergoes a cell wall stress, which results in the accumulation of over-produced envelope protein MucE, unassembled OMPs, over-
produced CupB5, truncated type IV pilin, and unassembled LPS in the periplasm. Unassembled LPS binds to MucB (RseB), thus antagonizing the protective effect of
MucB (RseB) on MucA (RseA). The unfolded proteins are bound to the AlgW (DegS) protease (1), which together with MucP (RseP) (2) cleaves MucA (RseA),
releasing AlgU (o), which then can associate with the core RNA polymerase (RNAP). The degradation of MucA (RseA) is completed by the cytoplasmic protease ClpX
(3). The protease MucD can repress RIP, presumably by degrading and/or chaperoning misfolded or accumulated proteins in the periplasm, thereby preventing or

limiting AlgW (DegS) activation.

AlgU-dependent promoter control (primary AlgU regulon) or only in-
directly affected by AlgU. In a study investigating the regulons of ten P.
aeruginosa o factors, 372 genes have been identified as belonging to the
AlgU regulon, out of which 341 were considered as constituting the
primary AlgU regulon [30].

AlgU is embedded into a highly complex regulatory network since
its regulon includes numerous genes coding for known or putative
regulatory proteins, among which two other o factors (the heat-shock
non-ECFo RpoH [9] and the ECFo factor Sbrl) and a number of tran-
scriptional regulators and TCSs [30] (Fig. 3, Table S2). Four of these
regulatory genes are also part of the SigX regulon, and three of them are
connected (i.e. they share some regulon members in common) to SigX,
revealing a moderate cross-talk between AlgU and SigX, which are the
two main ECFo in terms of regulon size and number of regulatory genes
controlled [30].

Altogether, these studies confirmed that AlgU is a key regulator for
alginate production, stress response and cell envelope homeostasis, and
furthermore indicated that AlgU is involved in pathogenesis by other
means than alginate over-production and in numerous other cell ac-
tivities via its contribution to the global regulatory network of P. aer-
uginosa.

2.1.4. Examples of other functions than alginate production and stress
response regulated by Algu

In non-mucoid and non-stressed bacteria, AlgU is considered as
sequestered by MucA and thus inactive or with a very low basal ac-
tivity. However, about 33% AlgU was found to be cytoplasmic in wild-

type PAO1 cells [46], suggesting that the basal AlgU activity might not
be so negligible and that AlgU could be involved in other functions than
stress response and alginate over-production. It also suggests that the
AlgU-dependent gene regulation is more complex than just an ON/OFF
system and would appear to be a dose-dependent activation system
[37]. Rau et al. [59] proposed that “the most important pleiotropic
effect of AlgU activation might not be alginate overproduction, but
rather one or a collection of the other aforementioned pleiotropic ef-
fects” [59]. We therefore focus here on studies experimentally doc-
umenting the AlgU involvement in other functions than alginate pro-
duction and stress response. The main difference in all articles collected
was the strains used, clinical or laboratory strain (PAO1/PAK and PA14
strains produce different polysaccharides for example) and mutant
strains (mucA, algD, or algU+). This and the complexity of the AlgU
regulon probably explain why some results seem to be contradictory.

2.1.4.1. Exopolysaccharides

Exopolysaccharides are involved in biofilm formation, and their
production is crucial in chronic P. aeruginosa infection. In P. aeruginosa,
there are at least three exopolysaccharides (alginate, Pel, Psl), which
are not produced by all strains. Mucoid strains over-produce at least
alginate and non-mucoid strains produce Pel and/or Psl. Using an algU
mutant without applying any envelope stress, it was shown that AlgU
contributes to biofilm robustness of the non-mucoid PAO1 strain and
that AlgU indirectly induced the transcription of several biofilm-related
genes including ppyR and psl, but not pel [60]. This is in line with the
positive control of psl expression by the PpyR regulator [61]. Using a
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ECFo. Dotted lines indicate the connectivity between ECFo and regulators, i. e. members belonging both to the ECFo and to the regulator regulons (as described in

Schulz et al. [29]).

mucA mutant strain, in which AlgU is hyper-active, a decrease of psl but
not of pel transcription was observed, which could be the consequence
of the increase in alginate production, suggesting an inter-dependent
production of each exopolysaccharide [62]. These authors also pro-
posed that a high concentration of AlgU can act as an inhibitor for psl to
maintain it off. In a mucA mutant strain, the hyper-activity of AlgU
directly induces transcription of rsmA which encodes a global post-
transcriptional regulator [63] (Fig. 3, Table S2). Wood and Ohman [64]
compared the AlgU stress regulon with genes activated during biofilm
formation and found that 59% on the 293 AlgU-dependent genes were
also activated in biofilm [64]. They especially investigated 27 genes
with undefined functions and found that 7 of them inhibited AlgU ac-
tivity, one only in planktonic condition, 4 only in sessile condition, and
2 in both conditions, confirming that AlgU plays role in biofilm ro-
bustness independently of alginate production [60].

In the non-mucoid PAO1 strain, RsmA was previously shown to
inhibit exopolysaccharide production [65]. The results from these stu-
dies indicated that depending on its concentration, AlgU can either
induce or inhibit Psl production at both transcriptional and post-tran-
scriptional levels via RsmA. At high concentration, AlgU indirectly in-
hibits the production of exopolysaccharides other than alginates
whereas at basal concentration AlgU induces exopolysaccharide pro-
duction to probably compensate the absence or low amount of alginate.
These results suggested how exopolysaccharides production can be fine-
tuned in non-mucoid strains at the transcriptional level by AlgU and at
the post-transcriptional level by RsmA and suggested a key role for
AlgU in the polysaccharide production switch.

2.1.4.2. Virulence factors. A mucA mutation (hyper-active AlgU)
inhibits the transcription of many genes involved in virulence,
leading to a reduced production of pyocyanin, rhamnolipids, proteins
of type III and type VI secretion systems, motility factors, chemotaxis
proteins, Rhl quorum sensing proteins, and hydrogen cyanide (HCN)
enzyme production [59]. It has already been shown that AlgR inhibits
hcn genes transcription in non-mucoid strains whereas it activates their
transcription in a mucoid strain [66]. The authors suggested that AlgR
is able of switching from a repressor in the non-mucoid phenotype to an
activator in mucoid P. aeruginosa [66]. The lecB gene encoding a lectin
involved in biofilm formation and post-transcriptional type IV pilus
biogenesis, was positively controlled by AlgU [60], strengthening the
involvement of AlgU in adhesion and mobility.

The Vfr major regulator of virulence is activated by binding cyclic
AMP (cAMP) and positively controls quorum sensing and virulence-
associated genes [67]. In a P. aeruginosa PAK mucA mutant strain,
several virulence factors are inhibited as in vfr mutants [68]. The same
authors showed that algU over-expression was responsible for vfr in-
hibition via AlgR independently of alginate over-production [68]. These
findings confirmed a previous study, which underlined the key function
of AlgU in the control of the switch from acute (production of virulence
factors) to chronic infections (biofilm formation) [69].

Comparing mucoid and non-mucoid strains, AlgU oppositely reg-
ulates the production of alginate and flagellum, although the lack of
flagellum is not the consequence of alginate production [70]. Using a
microarray approach, it was confirmed that AlgU negatively controls
the fleQ regulator gene [71] and the same group demonstrated that
AlgU positively controls the amrZ gene encoding a regulator which
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binds in the fleQ promoter region to inhibit its transcription [72]
(Fig. 3, Table S2). FleQ is a transcriptional regulator which positively
controls flagellum genes and negatively pel genes [73,74]. AmrZ is an
activator of algD and cdrA (encoding a biofilm matrix protein) tran-
scription, while repressing its own expression, as well as Psl biosynth-
esis enzymes and virulence factors [75]. The switch to de-repression of
pel genes and to non-activation of flagellar genes involves c-di-GMP,
presumably by a change of FleQ conformation when binding to c-di-
GMP [76,77]. PpyR could also participate to this regulation since this
AlgU-dependent protein inhibits motility and induces Psl production
[60,61]. To sum up, FleQ activity is negatively controlled at the tran-
scriptional level by AlgU via AmrZ, and at the post-transcriptional level
by an increase of ¢-di-GMP concentration. This FleQ inhibition leads to
a de-repression of pel genes, which was not observed in the conditions
used in two studies [60,62].

2.2. The newly characterized ECFo factor SigX

2.2.1. Genomic context and regulation of expression

SigX is a 23.5kDa protein that has recently emerged in the litera-
ture, and its cellular functions as well as its regulon have been partially
clarified. The closest functional homologue of SigX sharing 49% of si-
milarity is SigW from Bacillus subtilis, which regulates membrane
fluidity by changing the branched-to-linear fatty acid ratio [78].

The genomic context of the sigX gene from ppsA to oprF is fully
conserved in all sequenced genomes of members of the Pseudomonas
genus (572 genomes) [26]. RT-PCR experiments revealed transcrip-
tional linkages between the estX, menG, cmaX, cfrX, cmpX, sigX and oprF
genes (PA1771 to PA1777) [79]. So far, only cmaX-cfrX-cmpX are pre-
dicted to belong to the same operon, while the other genes are anno-
tated as generating monocistronic transcripts [26]. Among these genes,
only the OmpA family OprF major porin has been extensively studied
and found to be involved in numerous important functions, including
cell wall structure maintenance, nutrients import, signaling, virulence
and biofilm formation (reviewed in Chevalier et al. [80]).

As for other ECFo, SigX auto-regulates itself as evidenced in dif-
ferent comparative transcriptomics studies [30,81,82], ChiPseq data
[82] and qRT-PCR analysis [83]. RACE-PCR experiments identified a
transcriptional start site, located 30 nucleotides upstream of the puta-
tive sigX translational start codon. From this site, two putative —35 and
—10 sequences were identified, and these consisted of ATGAC-N16-
ATGAA sequences, which shared approximately 40 and 80% identity
with the —10 and —35 0”° consensus sequences, respectively [84].
However, these sequences did not bear much resemblance to the other
two tentative motifs [79,82], suggesting that i) this promoter region
might be indirectly activated by SigX, and/or ii) that other promoter
regions initiating sigX transcription are present upstream of this inter-
genic region, and/or iii) that the so far identified motifs are not those
that are recognized by SigX. Direct binding of specific promoter regions
should now be investigated to precisely characterize the SigX binding
site on DNA.

Several conditions were shown to increase sigX expression and SigX
activity, such as low shear stress [85], sublethal concentrations of p-
cycloserine [36], the absence of the major porin OprF [86], LB con-
taining 342 mM of sucrose [84,87], or low osmolarity LB [79,82,84]
(Fig. 1), suggesting that SigX could respond to conditions leading to cell
wall stresses. The promoter region identified by Bouffartigues et al.
[84] was activated in the 3 latter conditions [84,87], but it was only
about 2-fold lowered in the sigX mutant, suggesting that SigX only
partially controls the transcription of its own gene and that other
transcriptional regulators would be involved. The putative complexity
of sigX expression is depicted in Fig. 4 and Table S3. Briefly, ChiPseq
analyses suggest that RpoD would favor sigX transcription [29] while
the histone-like nucleoid-structuring (H-NS) family member MvaT
could negatively regulate it [88]. Transcriptomic studies indicate that
sigX expression was lowered in mutants of genes for virulence
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regulators as AlgR, MvfR, or Hfq. AlgR is the transcriptional regulator
of the FimS/AlgR TCS that is required for expression of multiple viru-
lence factors, including type IV pili and alginate in P. aeruginosa [89].
MvfR (PqsR) acts as the receptor for the Pseudomonas quinolone signal
and controls the production of 2-alkyl-4-quinolone molecules, which
are important for P. aeruginosa pathogenicity [90] and the RNA cha-
perone Hfq regulates virulence and metabolism in P. aeruginosa [91].
Conversely, sigX transcription was increased by 2.75-fold in a PA2384
mutant strain grown to stationary phase. The Fur/Zur family PA2384
repressor has been shown to play a role in the regulation of iron uptake
[92], suggesting a link between SigX and iron homeostasis. Finally, an
AmrZ-binding site has been identified by ChIP-Seq upstream of P.
fluorescens F113 sigX [93], suggesting that AmrZ could be involved in
the regulation of sigX expression in P. aeruginosa as well. Interestingly,
in strain PA14, over-expression of sigX led to high SigX protein levels
after 6h of over-expression, while strongly decreasing after 18 h of
growth [83]. Taken together, these data suggest that SigX expression
and production might be highly complex and fine-tuned and indicate
that SigX levels are controlled both at mRNA and protein levels.

2.2.2. SigX activity: towards a new mechanosensitive transduction system?

Up to now, SigX is considered as being an orphan ECFo, since no
obvious anti-o factor was shown to be encoded by the same operon and
none has been so far described to regulate its activity. Noticeably, a
comprehensive analysis of the ECFo family [11], based on sequence
similarity and domain architecture of the sigma factors and by addi-
tional features including putative cognate anti-o factors, genomic con-
text conservation, and potential target promoter motifs, led to suggest
CfrX (PA1774) as SigX putative cognate anti-o factor. This protein, al-
though lacking the structural anti-o-o0 domains showed nevertheless a
shorter N-terminal extension labelled as candidate anti-o domain [11].
Furthermore, this analysis revealed unique features suggesting novel
mechanisms of ECFo-mediated signal transduction, which could be the
case for SigX, although much remains to be discovered. Interestingly,
cmpX, which is in an operon with cfrX lying directly upstream of sigX, is
predicted to encode a 274 amino acids cytoplasmic membrane protein
containing a MscS functional domain, which is characteristic of small
mechano-sensitive channels. These ubiquitous proteins are involved in
sensing mechanical stimuli at the membrane level, which in turn are
converted into an electrical or chemical signal by the cells in a process
called mechano-transduction [94]. It is therefore tempting to speculate
that at least SigX, CfrX and CmpX may belong to a new type of me-
chanical transduction system that remains to be discovered as well as
the mechanism of its activation in P. aeruginosa (Fig. 1).

2.2.3. The SigX regulatory network

Usually, the genes located in the near vicinity of an ECFo gene be-
long to its regulon. SigX was first shown to be involved in oprF tran-
scription in P. aeruginosa [79,84]. However, while SigX has been shown
to be involved in oprF transcription in P. aeruginosa H103 [79,81,84],
this has not been clearly established in strain PA14 where it was not
significantly affected by a sigX deletion although the oprF promoter
region was successfully immuno-precipitated by SigX using a ChIP-seq
approach [82]. The two genes cfrX and cmpX directly upstream of sigX
were also shown to belong to the SigX regulon [81,82]. Despite the in
silico analysis based-prediction of the three genes cmaX-cfrX-cmpX
(PA1773-PA1775) forming an operonic structure [26], cmaX was not
identified as a member of SigX regulon neither by transcriptomics
[81,82], nor by ChiPseq [82]. In addition, conditions leading to SigX
activity did not increase cmaX expression while enhancing that of cfrX
and cmpX, suggesting that cfrX and cmpX belong to the same operonic
structure, but not cmaX.

To get further insights into the SigX regulon, a first transcriptomic
study has been performed on P. aeruginosa PAO1 grown to mid log
phase in M9 minimal medium containing glucose as carbon source
[81]. Under these conditions, the sigX mutant and PAO1 displayed
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Fig. 4. Involvement of regulators in ECFo expression and activity. The direct or indirect involvement of several regulators (o factors, TCSs, transcriptional regulators,
small RNAs) in the expression or activity (anti-o factors) of ECFo was retrieved from the literature (see Table S3 for details). A graphical reconstruction of the
interaction network between regulators and ECFo was built and visualized by Cytoscape software version 3.2.1 [157].

similar growths and 307 genes were differentially expressed among
which 153 and 154 were down- and up-regulated, respectively, sug-
gesting numerous indirect regulations [81]. A second study investigated
the SigX regulon through the transcriptional profiles upon sigX over-
expression and deletion in P. aeruginosa PA14 grown in LB containing a
low salt concentration (8 mM NacCl) [82], in which the growth of both
strains was deeply altered compared to the wild-type PA14 [82,84]. A
total of 255 and 247 genes were down- and up-regulated, respectively,
in the PA14 sigX mutant. In the sigX over-expressing strain, 191 genes
were down-regulated while 374 were up-regulated. Recently, Schulz
et al. analysis led to a SigX primary regulon of 347 genes, corresponding
to 265 transcription units. However, to date no direct interaction be-
tween this ECFo and the promoter regions of these putative target genes
was demonstrated in vitro, nor could a clear binding motif be de-
termined [30].

2.2.3.1. Involvement of SigX in the regulation of fatty acid biosynthesis. In
PA14, SigX has been shown to be involved in the control of expression
of genes belonging to de novo fatty acids biosynthesis pathway [82,83]
(Table 2). The biotin-dependent enzyme acetyl-CoA carboxylase (ACC)
carboxylates acetyl CoA to malonyl CoA in the first step of long chain
fatty acids biosynthesis [95]. An increase of accA, accB and accD
transcription is observed when sigX is over-expressed [82], which is
confirmed at protein level [83]. Other genes involved in fatty acid
biosynthesis show a decreased expression in the sigX mutant, and an
increase upon sigX over-expression, including those corresponding to
the two subsequent steps of the initiation of fatty acid biosynthesis
[95], fabD (PA2968) and fabY (PA5174). FabD is the enzyme that
transfers the malonyl moiety from malonyl-CoA to an acyl-carrier
protein (ACP) to form malonyl-ACP while the (-keto acyl synthase

FabY performs the condensation of malonyl-CoA with acetyl-CoA to
form P-keto acyl-ACP [95]. The increased in production of these two
enzymes was also evidenced in the sigX over-expressing strain [83].
Other fatty acids biosynthesis genes show a similar trend, fabH3, fabB,
fabV and fabG (Table 2). Noteworthy, Blanka et al. confirmed that accA,
accB, fabB, fabD, fabG, fabY, and fabV genes are part of the SigX
regulon, based on Chip-seq and expression data [82] (Table 2). Over-
production of SigX resulted in an enrichment of short chain fatty acids
in the membranes, including hexadecanoic acid (C16) and, to a lesser
extent, hexadecenoic acid (C16:1) [83]. A sigX mutant was strongly
impaired in the production of C16:1 fatty acids [82]. Accordingly,
anisotropy assays showed an increased membrane fluidity for the SigX
over-producing strain compared to the wild-type strain. This strain was
more resistant to a cold shock while more susceptible to a heat shock
[83]. Since fatty acids are also incorporated in coenzymes, quorum
sensing signal molecules, siderophores and biosurfactants, making this
class of compounds essential for most cellular processes, it is likely that
SigX would influence many other phenotypes.

In addition to changes in membrane lipids composition, a sigX
mutant was affected in its outer membrane protein content [96]. In-
deed, proteomic investigations on a sigX mutant revealed lower
amounts of 8 OMPss among which 4 were TonB-dependent transporters
(TBDT) involved in iron or heme uptake (PhuR, FpvA, FpvB, ChtA), the
porin OprF, and the three substrate-specific porins OprD, OprQ and
OprE. On the other side, the glucose-specific porin OprB and the lipid A
3-O-deacylase PagL that is involved in LPS modification were up-
regulated in a sigX mutant of P. aeruginosa PAO1 [96]. Taken together,
these studies strongly suggest the involvement of SigX in membrane
fluidity and homeostasis via direct and/or indirect control (Fig. 1).



S. Chevalier et al.

Table 2
SigX is involved in fatty acids biosynthesis.
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Expression (fold change) of several putative SigX targets at the levels of proteins* [83] and mRNA** [82] comparing a SigX over-producing strain or a mutant strain
to the wild-type (WT, P. aeruginosa PA14). SigX regulon was defined as described by Schulz et al. [30].

PA14 n° PAO1 n’ Gene Function sigX over-expression AsigX/WT SigX regulon
Protein* mRNA** mRNA**
PA14.01240 PA0102 Carbonic anhydrase Up Up Yes
PA14_25650 PA2968 fabD Malonyl-CoA transacylase Up Up Down Yes
PA14_25660 PA2967 fabG B-Oxoacyl-(acyl carrier protein) reductase Up Up Down Yes
PA14.68360 PA5174 faby B-Oxoacyl synthase Up Up Down Yes
PA14.17270 PA3639 accA Acetyl-CoA carboxylase a Up Up Down Yes
PA14.64100 PA4847 accB Acetyl-CoA carboxylase biotin carboxyl carrier Up Up ND Yes
PA14_23860 PA3112 accD Acetyl-CoA carboxylase Up Up ND ND
PA14.57050 PA4389 fabG2 B-Oxoacyl-(acyl carrier protein) reductase Up ND ND ND
PA14_25900 PA2950 fabv Trans-2-enoyl-CoA reductase Up Up Down Yes
PA14.21540 PA3286 fabH3 B-Oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase III Up Up ND Yes
PA14.43690 PA1609 fabB B-Oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase I Up Up Down Yes
PA14_46490 PA1973 fabF2 B-Oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase II Up Up ND ND

ND: not determined.

2.2.3.2. Involvement of SigX in the regulation of iron uptake

SigX seems also to be involved in the regulation of iron uptake in P.
aeruginosa. In a transcriptome study comparing the sigX mutant and
wild-type PAO1 grown in M9 glucose medium, the genes PA3405-3408
which code for the components of the Has hemophore-mediated heme
uptake system were strongly down-regulated in the sigX mutant [81]
although SigX is not predicted to be a direct effector of these genes in
the Schulz et al. study [30]. Likewise, several genes for the biosynthesis
(pchABCD, pchEF) and uptake (fptA) of pyochelin are also down-regu-
lated in the PAO1 sigX mutant [81], although also not predicted to be
direct SigX targets [30], suggesting an indirect effect of the absence of
SigX. It should be mentioned that SigX is predicted to directly regulate
the prrF1 small RNA gene [30], which is involved in the post-tran-
scriptional repression of iron sequestration under iron starvation con-
ditions [97]. When looking at the Supplementary data of Schulz et al.,
there is evidence for direct interactions of SigX with foxA (encoding a
ferrioxamine TBDT) and several pyoverdine genes (pvdL, fpvFEKJHG,
pvdlJD, and fpvA) [30]. The Fur/Zur PA2384 repressor was shown to
play a role in the regulation of iron uptake [92] and its gene is 4.5-fold
up-regulated in a sigX over-expressing PA14 strain [82]. Even more
interesting, the expression of sigX is 2.7-fold increased in a PA2384
mutant in stationary phase [92], suggesting a major role for this reg-
ulator (see other sections, AlgU and iron starvation ECFo) (Fig. 4, Table
S3).

2.2.3.3. Involvement of SigX in virulence of P. aeruginosa. Cytotoxicity of
the wild-type strain and a sigX mutant was evaluated in two separate
studies that were conducted on two different P. aeruginosa strains, PA14
[82] and PAO1 [81], using different growth conditions as previously
mentioned. In vitro, the PA14 sigX mutant showed a reduced
cytotoxicity on A549 epithelial pulmonary cells [82], and a similar
effect was observed for the PAO1 sigX mutant on Caco2/TC7 intestine
cells [81]. In vivo, the PAO1 sigX mutant displayed a slightly reduced
virulence on the nematode Caenorhabditis elegans [81]. In addition, the
PAO1 sigX mutant produced lower levels of exotoxin A and pyocyanin
and displayed a decreased adherence on Caco2/TC7 cells [81]. In PA14,
a total of 27 genes, the products of which are involved in type III
secretion system (T3SS), were down-regulated in a sigX mutant and up-
regulated in the sigX over-expressing strain [82]. In PAO1, genes related
to type I secretion system (Apr, Has and Bap), the Xcp type II secretion
system and the H3-type VI secretion system (T6SS) were down-
regulated in the sigX mutant strain, while genes related to T3SS and
H1-T6SS were up-regulated [81]. Two genes coding for extracellular
toxins were strongly down-regulated in the PAO1 sigX mutant, toxA and
prpL, which are known to be regulated by PvdS ECFo (see section on

iron starvation ECFo) [98,99]. Varying the salt concentrations did not
influence the cytotoxicity the PA14 wild-type strain, whereas the sigX
mutant became more cytotoxic in LB supplemented with 120 mM NaCl
compared to very low (8 mM) or high (500 mM) NaCl concentrations
[82]. Taken together, these data suggest that SigX is involved in P.
aeruginosa virulence, but with sometimes opposite effects comparing
both studies, which can be due to the differences in strain and growth
conditions or to SigX indirect regulation (Fig. 1).

2.2.3.4. Involvement of SigX in motility, attachment and biofilm
formation. P. aeruginosa is capable of three types of motilities, i.e.
swimming that requires functional flagella, swarming that is a complex
social behavior depending on type IV pili, flagella and rhamnolipids,
and twitching that is mostly related to type IV pili [100]. While a sigX
mutation did not affect swimming, swarming was nearly abolished both
in PA14 and PAO1, while twitching was abolished in PAO1, but
remained unaffected in PA14 [81,82]. In PAO1, pilA encoding the
pilin subunit PilA of the Type IV pilus, and fip that encodes the Type IVb
pilin, were markedly down-regulated (49 and 17-fold, respectively) in
the sigX mutant [81]. In addition, genes belonging to the tad operon
encoding the Tad machinery that assembles Type IVb pilin, and the
cupE operon encoding a non-archetypal chaperon-usher system
responsible for assembling cell-surface associated fimbrial structures
were down-regulated in the PAO1 sigX mutant [81]. Noticeably, in
PAO1 AsigX, pprB was down-regulated. PprB is the response regulator of
the PprA/PprB TCS, which directly and positively controls the
expression of the three systems involved in biofilm formation, namely
the Type IVb Flp pili [101], the CupE fimbriae [102] and the Bap
adhesion system [103]. Accordingly, the PAO1 sigX mutant was
affected in adhesion onto glass slides and Caco2/TC7 cells, and
showed a reduced biofilm formation capacity [81]. Conversely, when
SigX was activated (high sucrose concentration, oprF mutant strain),
biofilm formation was increased, at least partly by over-producing the
exopolysaccharide matrix component Pel, but not Psl, and increased
expression of the putative SigX targets gchA and PA1181 that are
involved in c-di-GMP metabolism [80,85,104]. However, this was not
the case in PA14 [82] where the sigX mutant displayed a higher
capacity to produce biofilm when grown in LB containing 120 mM NaCl
or 240 mM sucrose, but not in low or high osmolarity conditions, in
which the biofilm production was similar or reduced compared to that
of the wild-type strain, respectively [82]. These data were correlated
with the production of the second messenger c-di-GMP that positively
controls the regulation of biofilm formation [105]. Interestingly, the
primary regulon of SigX in this study includes the 4 genes PA14_37690
(PA2072), PA14.49160 (PA1181), PA14.63210 (PA4781), PA14_.64050
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(PA4843, gcbA) that encode a GGDEF and/or EAL or HD-GYP domain
protein which were previously associated to c-di-GMP turnover [106].
Taken together, these studies again reflect the difficulty when
comparing data generated using different strains and growth
conditions, and show that SigX strongly affects motility, attachment
and biofilm formation, but as for virulence, probably mainly by
exerting an indirect control of at least some of the genes involved in
these phenotypes (Fig. 1).

2.2.3.5. Involvement of SigX in antibiotic  resistance  and
susceptibility. Because some of the genes so far predicted as part of
the SigX regulon are membrane-associated, SigX has been suspected to
be involved in maintaining the composition of the membrane and may
therefore play a critical role in modulating the ability of antimicrobials
to reach their targets in the cell wall. A sigX mutant was shown to be
more sensitive to imipenem and polymyxin B by 4 and 2-fold,
respectively, and 1.5- to 2-fold more resistant to the fluoroquinolone
enoxacin, when grown in LB medium [79]. When cultivated in M9
minimal medium containing glucose as sole carbon source [81], the
sigX mutant strain was slightly more resistant to the aminoglycosides
kanamycin and gentamicin and to the fluoroquinolone norfloxacin, but
4 to 30-fold more resistant to tetracycline, nalidixic acid and
erythromycin, which could be at least partly attributed to the
MexXY/OprM efflux pump activity. Indeed, under these conditions,
the expression of the mexXY gene cluster encoding components of the
MexXY/OprM pump involved in aminoglycoside efflux [107] was
strongly up-regulated in the PAO1 sigX mutant strain (6 to 13-fold)
[81]. The mexZ gene encoding the TetR-like repressor of the mexXY
operon was 5-fold up-regulated, indicating that the mexXY
dysregulation was independent of MexZ. This might rather result
from the up-regulation of the prfH-PA5471 gene cluster (6 to 7-fold),
the products of which modulate the activity of MexZ [108] (Fig. 1).

2.2.4. Relationships between SigX and major regulators

Using an in silico approach based on regulatory interactions re-
trieved from the literature (Table S2), it appears that SigX might be
directly or indirectly associated to numerous regulators (TCSs, o factors
or other types of transcriptional regulators) and one small RNA (PrrF1)
(Fig. 3). Among these regulators, 10 o factors were found more or less
closely related or connected (i.e. each of them and SigX could regulate
common subsets of genes), including the iron responsive ECFo Fecl,
PvdS, Fecl2 (in PA14), Hasl, Fpvl, and PA0149 as well as PA2050 via
the virulence regulator ¢¥™, and the two cell wall stress responsive
ECFo AlgU and Sbrl, comforting the involvement of SigX in iron
homeostasis and in the envelope stress response. In addition, SigX pu-
tative target genes were identified to be over-represented in the reg-
ulons of the transcription factors Anr, CbrB, GacA, LasR and RhIR
[109]. The CbrA/CbrB TCS is involved in the regulation of the utili-
zation of multiple carbon and nitrogen sources [110], metabolism,
virulence and antibiotic resistance in P. aeruginosa [111]. LasR and
RhIR are key players of the complex quorum sensing network [112], the
GacS/GacA TCS is involved in the switch between planktonic and ses-
sile lifestyles [113], and Anr is a global regulator of anaerobiosis in P.
aeruginosa [114]. Altogether, these data suggest that SigX is entangled
into numerous complex regulatory networks, by exerting direct and
indirect control as depicted in Fig. 3.

2.3. The recently identified Sbrl ECFo

PA2896 and PA2895 constitute a pair of ECFo/anti-o factors that
have been recently named Sbrl and SbrR, respectively, because of their
involvement in controlling swarming motility and biofilm formation in
P. aeruginosa [115]. The N-terminal region of SbrR interacts with Sbrl
inhibiting its activity, showing that SbrR is Sbrl cognate anti-o factor.
Transcription from the sbrl promoter is negatively regulated by SbrR
and positively by Sbrl. Defining the SbrIR regulon using DNA
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microarrays resulted in the identification of a relatively small regulon
of about 21 genes whose expression changed by more than 2-fold (Table
S1). The expression of three genes, muiA, the hypothetical protein
PA4495 and sbrl was strongly influenced by the deletion of sbrR. MuiA
was recently identified as a novel inhibitor of alginate over-production,
and over-production of muiA resulted in decreased alginate production
and P,zp promoter activity [116]. By aligning the transcription start
sites of sbrl, muiA, and PA4495 derived from RNA-seq data, Seo and
Darwin identified putative —10 and — 35 promoter elements with the
sequence TAACCCG-N;¢,-CGTCTCA-Ng-A (+1) [117]. Using the Find
Individual Motif Occurrences program to search for this putative Sbrl-
dependent promoter sequence in the PAO1 and PA14 genomes revealed
statistically significant matches to this consensus only in the promoters
of sbrl, muiA, and PA4495, suggesting that the primary Sbrl regulon
likely consists of these three genes.

SbrI/R influences biofilm formation and swarming motility by
controlling the expression of muiA [115] (Fig. 1). Cells lacking SbrR are
unable to engage in swarming motility and exhibit increased biofilm
formation due to the Sbrl-dependent increase in muiA expression.
However, the involvement of MuiA in this phenotype may not be re-
lated to its involvement as inhibitor of alginate production. Note-
worthy, muiA and PA4495 were highly expressed in a retS mutant, in
which the GacA/S TCS is activated, leading to the production of biofilm
[118].

Previous work has shown that the expression of sbrl, muiA, and
PA4495 becomes elevated following hyperosmotic shock [119], treat-
ment with the cell wall-inhibitory antibiotic p-cycloserine [50], and
ectopic expression of the periplasmic protease CtpA, which leads to
disruption of the cell envelope [117]. In addition, MuiA was shown to
be up-regulated when P. aeruginosa is exposed to azithromycin
[120,121] and hydrogen peroxide [122]. Taken together, this data
suggest that cell envelope stress might be sensed by SbrR, leading to
Sbrl activation, expression of muiA, and transition from motile
swarming cells to growth as a biofilm [115].

2.4. Cross-talk between cell wall stress responsive ECFo factors AlgU, SigX
and Sbrl

Schulz et al. [30] identified putative primary regulons of AlgU and
SigX in P. aeruginosa PA14 grown in LB medium [30]. In these condi-
tions, SigX and AlgU primary regulons gathered 347 (265 transcription
units) and 341 (247 transcription units) genes, respectively. Among
these genes, 15 were suggested to be co-regulated by these two ECFo
factors, suggesting a moderate cross-talk between SigX and AlgU. In
addition, sbrl was shown to be a member of AlgU regulon, and sigX
expression was also up-regulated in some conditions leading to AlgU
activity [50], suggesting that these three-cell wall stress response ECFo
regulators could act coordinately in certain circumstances. However,
since the overlap of their regulon is quite marginal (Fig. 3, Table S1),
these data suggest that they certainly have common functions, but also
that they would have very specific ones. If so, it is conceivable that in
some cases, they need to be activated while the other should be si-
lenced. For example, a treatment with p-cycloserine leads to increased
expression and activity of the three ECFo factors [37,115]. Remarkably,
this was not the case for P. aeruginosa or P. fluorescens response to os-
molarity, since AlgU (in case of P. fluorescens [123]), or AlgU and Sbrl
were both activated in response to hyperosmolarity [115,119], while
SigX was active in hypo-osmolar conditions [82,84]. Altogether, these
data suggest that ECFo factors would control expression and or activity
of the other ones in certain circumstances. Deciphering the fine-tuning
of this control is now a future challenge since silencing these ECFo
would weaken P. aeruginosa, and help developing new anti-P. aeruginosa
strategies.
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Fig. 5. Cell-surface signaling mediated by the interaction of ferripyoverdine with the outer membrane transporter FpvA.

Left panel: In the absence of ferripyoverdine, the FpvA transporter in the outer membrane interacts with the anti-o FpvR protein, which sequesters the two ECFo,
PvdS and Fpvl. Right panel: when the pyoverdine siderophore binds iron to form ferripyoverdine, the interaction of the ferric siderophore with FpvA triggers a
conformational change, resulting in the proteolytic cleavage of FpvR by RseP and subsequent liberation of the two ECFo, which are now able to associate with RNAP.
For a complete list of PvdS and FpvI gene targets, please refer to Supplementary Table S1.

3. The iron starvation ECFo

Among the 19 ECFo of P. aeruginosa PAO1 [9], 14 are involved in
the activation of the transcription of TonB-dependent transporters
(TBDT) for siderophores or heme [124] (Table 1, Fig. 1). Activity of
these iron starvation ECFo is controlled by a signaling cascade that
starts at the outer membrane and ends in the cytoplasm [15]. This
regulatory mechanism, known as cell-surface signaling (CSS), was first
described for the ECFo-anti-o Fecl/FecR pair in E. coli [125]. Two ECFo,
PvdS and Fpvl, regulate the biosynthesis and the uptake of the pyo-
verdine siderophore, respectively (Fig. 5) [126,127].

3.1. The PvdS and FpvI ECFo response to iron limitation

The iron starvation ECFo expression occurs under iron limitation
and is controlled by the Fur general iron response regulator, which acts
as a repressor when complexed with Fe?* [16,126,127]. PvdS and Fpvl
are both sequestered by the N-terminal cytoplasmic domain of the anti-
o FpvR protein [14,128] (Fig. 5). When ferripyoverdine binds the outer
membrane FpvA transporter, a signaling cascade is triggered, which
results in proteolysis of FpvR and the release of the two ECFo factors,
which can associate with the core RNAP and activate the transcription
of their respective regulon (Fig. 5). In addition, pvdS and fpvI expression
is repressed under high iron condition by the Fur repressor [15], al-
though this repression is stronger for pvdS compared to fpvI [128].

3.1.1. The PvdS regulon, not only pyoverdine biosynthesis and uptake

A first transcriptome analysis of P. aeruginosa response to iron lim-
itation identified and described a TAAAT-N16/17-CGT binding motif
upstream of PvdS-dependent genes [129] (Fig. 6). Interestingly, PvdS
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has been shown to activate the transcription of two extracellular viru-
lence factors, exotoxin A and the PrpL protease [98,99]. An in-depth
analysis of the PvdS regulon in the plant pathogen P. syringae revealed a
larger PvdS regulon than previously thought [130]. The regulons (sig-
mulons) of several P. aeruginosa PA14 o factors, including PvdS and
Fpvl have been recently determined, which increased the PvdS regulon
to about 80 genes [30] (Table S1). The PA14 PvdS sigmulon includes
several T3SS genes: exsA coding for the T3SS major regulator, and the
exoT and exoS coding for T3SS toxins. The exotoxin A regulator gene
toxR (regA) is also a PvdS target, in line with the known PvdS-depen-
dent production of exotoxin A [98]. Noteworthy is the predicted reg-
ulation by PvdS of the pyocin S3 gene, a bacteriocin targeting P. aer-
uginosa strains producing the type II FpvA ferripyoverdine transporter
[131]. Interestingly, PvdS is predicted to control the transcription of
another ECFo factor, PA14_21540 (PA3285), which is unexpectedly not
linked to a gene encoding an anti-o factor or a TBDT. The ferrochelatase
hemH gene is also mentioned to be PvdS-dependent [30]. HemH adds
iron to the protoporphyrin IX molecule in the last step of heme bio-
synthesis [132]. In a P. fluorescens hemH mutant pyoverdine production
is strongly affected and could be restored by hemH complementation,
suggesting a link between de novo heme biogenesis and pyoverdine
production [133]. PvdS and RpoS co-regulate the sspB-sspA-PA4429-
4431 genes. SspA and SspB are stringency induced starvation proteins
and SspA works as an anti-o factor for the main RpoD o”° protein while
sspA over-expression caused a mucoid phenotype in P. aeruginosa [134].
PvdS also regulates the PA3225 gene encoding a LysR-type regulator
involved in antibiotic resistance in P. aeruginosa [135] (Fig. 3).

3.1.2. The complex pvdS gene regulation
The pvdS gene is primarily regulated by the Fur regulator
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[16,126,127,129] (Fig. 4, Table S1). However, pvdS regulation appears

% r\‘ % g ~ _ more complex, involving other regulators as depicted in Fig. 4 [15].
i @000 — 23T Briefly, pvdS transcription is influenced by oxygen since expression of

ﬁ g o pvdS and toxR (regA) is strongly decreased under microaerobic condi-
° : tions [98]. A direct binding of two LysR-type regulators, OxyR and
g !‘g 233 PA2206, to the pvdS control regions has been demonstrated [136,137].
= o g 890 Interestingly, OxyR and PA2206 are both involved in the response to
) = _ oxidative stress [136,137], suggesting a protective role of pyoverdine
g = ug_. production under oxidative stress conditions. Using the pvdS promoter

region as a bait, the CysB LysR-type regulator of sulfur homeostasis was
found to be an activator of pvdS transcription [138], which could be
linked to the biogenesis of iron-sulfur proteins [16,138].
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3.1.3. The Fpvl regulon, not only fpvA regulation

Compared to PvdS, the Fpvl regulon is quite small, comprising the
fpVvA gene, but also some pyoverdine biosynthesis genes, including pvdA
and the pvdlJD genes encoding the non-ribosomal peptide synthetases
for the elongation of the pyoverdine peptide chain [30,127] (Fig. 6,
Table S1). The TBDT hasR gene is also predicted to be part of the FpvI
regulon, which means that FpvI regulates one heme uptake transporter
[30,139]. The PA4902 gene encoding a LysR-type regulator of unknown
function is also FpvI-dependent [29] (Fig. 3). Finally, the prrF1 small
RNA gene, which is regulated by SigX, belongs to the FpvI regulon [30].
The PrrF1 and PrrF2 sRNAs are Fur-regulated and, under iron starva-
tion conditions, act as translation repressors of genes involved in iron
sequestration, such as bacterioferritin and the Fe-co-factored SodB su-
peroxide dismutase [97]. Using an in vivo RNA ligation method, more
PrrF1 target RNAs have been identified, including mRNAs for different
iron-containing proteins, such as catalases, cytochromes, [Fe-S] pro-
teins, SodB, and the OprF porin [140].
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3.2. The Fecl ECFo regulator
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Fecl regulates the expression of the FecA ferric citrate transporter

ds
The pyoverdine genes form two separate clusters in the genome: PA2427-pvdS-pvdG-pvdL and all the remaining genes, from pvdH to PA2384. Green dots represent PvdS binding sites. Other o factor binding sites are
presented by dots of different colors and are indicated when they interact. Genes are indicated in the same colors as on the Pseudomonas.com website [25] (red: cytoplasmic protein, orange: cytoplasmic membrane

' >
8 ° a [141]. Unexpectedly, the PA14 Fecl regulon does not include fecA,
H which is under the control of another ECFa, Fecl2, present only in PA14
[30]. The Fecl regulon also includes the BfiS/BfiR TCS known to be
8 - important for biofilm formation by P. aeruginosa [142] (Fig. 3, Table
2 H 4 S1). The pvdA gene, which is regulated by PvdS and Fpvl, is also con-
& trolled by FecI (Fig. 6). This is also the case for hasR, which is regulated
y i %3 « by both Fpvl and Fecl. The Fecl regulon also comprises the PA1922
§ H soeg . ~ gene which codes for an uncharacterized TBDT. Interestingly, the oprG
000 <« " 39 8 gene is regulated by Fecl, suggesting that the small OprG porin could be
0000 0« 5 @E_ 23 g involved in the uptake of Fe?* in P. aeruginosa [80] (Table S1).
3 ’ © Ahu aaic 3
N >
g = ﬁ 3.3. Sigma factor regulons cross-talk in the regulation of pyoverdine
’J E § biosynthesis and uptake
i =
3 =}
‘ & = The fpyGHJKCDEF pyoverdine genes are under the control of six
‘ ¥ g? different o factors (PvdS, Fpvl, SigX, FliA, PA0149, PA2050) (Fig. 6).
< o :3 FpvG is a ferripyoverdine reductase, and the FpvC periplasmic protein
[
8 ‘ o § % chelates the released Fe?™ [143], which constitutes a unique iron re-
N >
g J & S H lease mechanism. While fpvGHJKCDEF control by PvdS, Fpvl, FliA is
[
’ J Q g o probably direct, PA0149 and PA2050 ECFo regulation could be medi-
= :,;,O :3 ated by the PA2384 product which is a winged-helix regulator of the
U H o k= ’g Fur/Zur family [92,144]. Likewise, the pvdlJD genes are also regulated
g = < 9l % g by FliA, PvdS, Fpvl and SigX, but not by PA0149 and PA2050 [30]
3 ‘J E _0:-‘ =8 2 é while the pyoverdine chromophore pvdL gene [127] is co-regulated by
: = <4 <4 § & PvdS and by the stationary phase sigma factor RpoS [29]. The fpvA gene
g ®) £ £ is regulated by Fpvl, but also by SigX while pvdA is co-regulated by
g @0 & 5
a b w ~ S § o PvdS, Fpvl and Fecl (Fig. 6). As already mentioned, both FpvI and SigX
g rl 0 T 3 203 Y EPE . g control the transcription of the prrF1 small RNA (Fig. 3).
q 3 weogsfszfaas s =
3 g (%" 2857%
q N 5 Y oooo0eoceoce|l g 3.4. The FecI2 ECFo in PA14 strain
L EXR A
= a The fecI2 gene (PA14.27690) is present in the majority of P.
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aeruginosa genomes, but not in PAO1 [26]. The FecI2 regulon is small
(29 genes) and comprises some genes uniquely found in PA14 (6 genes),
including fecI2 itself [29]. FecI2 regulates the expression of several
transcriptional regulators, including the PvdS and Hasl ECFo (Fig. 3,
Table S1), suggesting a role in the control of pyoverdine biosynthesis
and heme uptake via the HasAP secreted hemophore protein and the
HasR TBDT [145]. The second heme transporter gene, phuR [145], is
also under the control of FecI2 as well as a putative third heme trans-
porter encoded by hxuC [146]. Fecl2 also controls the pyochelin side-
rophore pchR gene encoding an AraC-type regulator [147], establishing
a link between ferripyochelin and heme uptake regulation via a
common ECFo (Fig. 3). The already mentioned PA14_33830 (PA2384)
gene encoding a regulator of the Fur/Zur family [144] also belongs to
the FecI2 regulon.

3.5. ECFo factors involved in the regulation of extraneous iron uptake

Next to pyoverdine and pyochelin, P. aeruginosa can utilize side-
rophores or iron chelates produced by other microorganisms in what is
termed “siderophore piracy” [148]. P. aeruginosa possesses several
TBDT for heterologous siderophores and three involved in heme uptake
[146]. A majority of the TBDT genes are controlled by a CSS similar to
the ferripyoverdine uptake one [15] (Fig. 1). PA0472 (fiul) and PA0471
(fiuR) encode the ECFo and the anti-o, respectively and control the
ferric ferrichrome FiuA TBDT [15,16]. Likewise, the FoxI/FoxR pair
regulates the uptake of ferrioxamine by the FoxA TBDT [15,16]. Feml/
FemR together regulate the uptake of carboxy mycobactin by the FemA
TBDT [144]. The Has heme uptake system involves the HasAP secreted
hemophore, which binds heme and brings it to the HasR TBDT, both
hasAP and hasR genes being under the control of the HasI/HasR ECFo/
anti-o pair [139]. As already mentioned, the PA0149 ECFo regulates the
expression of the PA0151 TBDT, but also of the regulator PA2384 and
the fpyGHJKCDEF gene cluster [15,16,144] (Fig. 6, Table S1). The
PA2050 ECFo controls the expression of two TBDTs, PA2057 and
PA2070 [15,16,144] and, like PA0149 ECFo, PA2384 and the
fPvGHJKCDEF cluster (Fig. 6, Table S1). Llamas et al. also investigated
the regulon of PA2093 and PA4896 ECFo factors and found that
PA2093 regulates the PA2089 TBDT gene, and the putative PA2090-
2094 operon. The PA4896 ECFo controls the expression of two TBDTs,
PA4897 and PA2590 [144]. Interestingly, PA4896 also regulates sev-
eral bacteriocin genes encoding R- and F-pyocins, also termed tailocins
[149] and the gene for the soluble pore-forming S5 pyocin (PA0985)
which targets the FptA ferripyochelin TBDT [150].

4. ¢""' sigma factor: an a-typical cell-surface signaling system

0" which was first annotated as PigD [144], is encoded by vrel
that belongs to the vreAIR operon (PA0674-0676) [151]. The vreA
(pigC) and vreR genes encode a CSS-like transporter and the anti-o,
respectively [151]. This three-protein system has been termed the
PUMA3 CSS [151].

Upon vrel over-expression, 29 genes showed a modified expression,
including those encoding the Hxc type II secretion system, and the two-
partner secretion genes for the secretion of the LapA alkaline phos-
phatase (PA0688) and a high-molecular weight adhesion protein
(PA0690) [151] (Table S1). In the PUMA3 CSS system, the fpvH gene,
also under PA0149 and PA2384 control, is up-regulated when vrel is
over-expressed [144,151]. This result establishes a link between
PA0149 and ¢¥™ and the pyoverdine system. It is therefore tempting to
think that these two factors could explain, at least in part, the bacterial
virulence enhancement assigned to ¢¥™!. More transcriptomic studies
need to be performed using different experimental conditions since the
PUMAS3 CSS is suspected to be activated in contact of human airway
epithelial cells [152,153].

0"™! activation is totally dependent on the PhoB regulator [154]
and a search for PhoB binding sites revealed that the promoters of both
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pdtA and phdA genes represent PhoB targets [154], both genes be-
longing to the 6" regulon. Among the 106 genes that are differentially
expressed in a phoB mutant strain compared to the PA14 wild-type,
vreA, vrel and vreR have been identified as well as the genes from
PA0691 to PA0699 [155]. In conditions of inorganic phosphate (Pi)
restriction, PhoB binds directly on the vreA promoter region, resulting
in the transcription of the whole vreAIR operon [154,156]. Interest-
ingly, ¢¥™' is unable to bind to the vreA promoter region [154], sug-
gesting that another o factor controls the vreAIR operon transcription in
cooperation with the PhoB regulator. A possible candidate is the al-
ready described PA0149 ECFo [144] since its transcription is seven-fold
increased when vrel is over-expressed [151]. In both oV and PA0149
over-expressing strains, the transcription of the Fur/Zur regulator
PA2384 [92] and the fpyGHJK genes is enhanced [144,151]. In the
same line, vrel expression is decreased in a PA2384 mutant, in support
for a central role for this regulator (see also the paragraph on iron
starvation ECFo) (Fig. 4, Table S1). It has also been shown that SigX
exerts a control on vreR expression [82].

The PUMA3 CSS is an a-typical CSS. In a conventional CSS, the
TBDT senses its specific ligand inducing a conformational change of the
TonB protein, allowing both the ligand entrance and the proteolytic
cleavage of the anti-o factor (Fig. 1), releasing the o factor to bind the
core RNAP. In the PUMA3 CSS, the VreA receptor is significantly
shorter than the other TBDTs, suggesting that VreA could be in the
periplasm playing only a sensor role without transporter activity and
therefore not activated by a TonB protein [151]. Two models of acti-
vation of the PUMAS3 have been proposed [15]. The first one proposes
that VreA acts as a link between an unidentified TBDT and the VreR
protein. In the second hypothesis, free periplasmic VreA is directly
activated by an unknown signal, changing its configuration, allowing
binding with VreR, resulting in 0"" release in the cytoplasm [14]. In
favor of the first hypothesis, the PA0149 ECFo which is regulated by
0" also regulates the transcription of the PA0151 gene coding for a
TBDT [144]. The other feature that differentiates "™ from the iron
starvation ECFo factors is that the vreAIR operon is regulated by Pi, and
not iron [151]. All together these data suggest that ¢¥*!, which has a
low number of target genes, seems to function as a modulator of other
transcriptional factors or depends on the contribution of other tran-
scriptional factors.

5. Conclusion

Indicative of the growing interest about ECFo, extensive studies
have focused on the regulatory pathways leading to their activity. As
described in this review, in addition to the complexity of their activa-
tion mechanisms, unraveling the pathways leading to their expression
will be a future challenge, since they could be under the control of
numerous regulatory elements like TCS and/or sncRNAs. Altogether,
these data suggest that many signals or inputs may lead to produce
these ECFo, which then need to be activated via RIP or other uncovered
pathways, as it could be the case for SigX. Partial crosstalk between
ECFo and/or with other regulatory elements like TCS, further suggest
an exquisite fine-tuning of their control at various levels (expression,
production, activity...), which will probably present a future challenge
to develop new anti-P. aeruginosa strategies.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.bbagrm.2018.04.008.

Transparency document

The http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagrm.2018.04.008 associated
this article can be found, in online version.

Acknowledgments

The Laboratory of Microbiology Signals and Microenvironment is



S. Chevalier et al.

supported by the Evreux Portes de Normandie (EPN), the Région
Normandie, and the UE (European Regional Development Fund,
FEDER). The Laboratoire de Biotechnologie et Chimie Marines is sup-
ported by the Région Bretagne and European FEDER.

References

[1]
[2]

[3]

[4]

[5]

[6

=

[71

[8]

[91
[10]

[11]

[12]
[13]

[14]

[15]

[16]
[17]
[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

A.J. Spiers, A. Buckling, P.B. Rainey, The causes of Pseudomonas diversity,
Microbiology 146 (2000) 2345-2350.

J.B. Lyczak, C.L. Cannon, G.B. Pier, Establishment of Pseudomonas aeruginosa in-
fection: lessons from a versatile opportunist, Microbes Infect. 2 (2000) 1051-1060.
R.T. Sadikot, T.S. Blackwell, J.W. Christman, A.S. Prince, Pathogen-host interac-
tions in Pseudomonas aeruginosa pneumonia, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 171
(2005) 1209-1223.

M.L. Lambert, C. Suetens, A. Savey, M. Palomar, M. Hiesmayr, 1. Morales,

A. Agodi, U. Frank, K. Mertens, M. Schumacher, M. Wolkewitz, Clinical outcomes
of health-care-associated infections and antimicrobial resistance in patients ad-
mitted to European intensive-care units: a cohort study, Lancet Infect. Dis. 11
(2011) 30-38.

T.F. Mah, B. Pitts, B. Pellock, G.C. Walker, P.S. Stewart, G.A. O'Toole, A genetic
basis for Pseudomonas aeruginosa biofilm antibiotic resistance, Nature 426 (2003)
306-310.

S. Haussler, B. Tummler, H. Weissbrodt, M. Rohde, I. Steinmetz, Small-colony
variants of Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis, Clin. Infect. Dis. 29 (1999)
621-625.

C.K. Stover, X.Q. Pham, A.L. Erwin, S.D. Mizoguchi, P. Warrener, M.J. Hickey,
F.S. Brinkman, W.O. Hufnagle, D.J. Kowalik, M. Lagrou, R.L. Garber, L. Goltry,
E. Tolentino, S. Westbrock-Wadman, Y. Yuan, L.L. Brody, S.N. Coulter, K.R. Folger,
A. Kas, K. Larbig, R. Lim, K. Smith, D. Spencer, G.K. Wong, Z. Wu, L.T. Paulsen,
J. Reizer, M.H. Saier, R.E. Hancock, S. Lory, M.V. Olson, Complete genome se-
quence of Pseudomonas aeruginosa PAO1, an opportunistic pathogen, Nature 406
(2000) 959-964.

A. Rodrigue, Y. Quentin, A. Lazdunski, V. Mejean, M. Foglino, Two-component
systems in Pseudomonas aeruginosa: why so many? Trends Microbiol. 8 (2000)
498-504.

E. Potvin, F. Sanschagrin, R.C. Levesque, Sigma factors in Pseudomonas aeruginosa,
FEMS Microbiol. Rev. 32 (2008) 38-55.

M.S. Paget, J.D. Helmann, The o’° family of sigma factors, Genome Biol. 4 (2003)
203.

A. Staron, H.J. Sofia, S. Dietrich, L.E. Ulrich, H. Liesegang, T. Mascher, The third
pillar of bacterial signal transduction: classification of the extracytoplasmic
function (ECF) sigma factor protein family, Mol. Microbiol. 74 (2009) 557-581.
J.D. Helmann, The extracytoplasmic function (ECF) sigma factors, Adv. Microb.
Physiol. 46 (2002) 47-110.

S.E. Barchinger, S.E. Ades, Regulated proteolysis: control of the Escherichia coli o"-
dependent cell envelope stress response, Subcell Biochem. 66 (2013) 129-160.
S. Campagne, F.H. Allain, J.A. Vorholt, Extra cytoplasmic function sigma factors,
recent structural insights into promoter recognition and regulation, Curr. Opin.
Struct. Biol. 30 (2015) 71-78.

M.A. Llamas, F. Imperi, P. Visca, I.L. Lamont, Cell-surface signaling in
Pseudomonas: stress responses, iron transport, and pathogenicity, FEMS Microbiol.
Rev. 38 (2014) 569-597.

P. Cornelis, S. Matthijs, L. Van Oeffelen, Iron uptake regulation in Pseudomonas
aeruginosa, Biometals 22 (2009) 15-22.

T.L. Raivio, T.J. Silhavy, Periplasmic stress and ECF sigma factors, Annu. Rev.
Microbiol. 55 (2001) 591-624.

J.B. Lyczak, C.L. Cannon, G.B. Pier, Lung infections associated with cystic fibrosis,
Clin. Microbiol. Rev. 15 (2002) 194-222.

J.R. Govan, V. Deretic, Microbial pathogenesis in cystic fibrosis: mucoid
Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia cepacia, Microbiol. Rev. 60 (1996)
539-574.

D.M. Ramsey, D.J. Wozniak, Understanding the control of Pseudomonas aeruginosa
alginate synthesis and the prospects for management of chronic infections in cystic
fibrosis, Mol. Microbiol. 56 (2005) 309-322.

M.J. Franklin, D.E. Nivens, J.T. Weadge, P.L. Howell, Biosynthesis of the
Pseudomonas aeruginosa extracellular polysaccharides, alginate, Pel, and Psl, Front.
Microbiol. 2 (2011) 167.

L.D. Hay, Y. Wang, M.F. Moradali, Z.U. Rehman, B.H. Rehm, Genetics and reg-
ulation of bacterial alginate production, Environ. Microbiol. 16 (2014)
2997-3011.

D.W. Martin, B.W. Holloway, V. Deretic, Characterization of a locus determining
the mucoid status of Pseudomonas aeruginosa: AlgU shows sequence similarities
with a Bacillus sigma factor, J. Bacteriol. 175 (1993) 1153-1164.

C.D. Hershberger, R.W. Ye, M.R. Parsek, Z.D. Xie, A.M. Chakrabarty, The algT
(algU) gene of Pseudomonas aeruginosa, a key regulator involved in alginate bio-
synthesis, encodes an alternative sigma factor (o), Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
92 (1995) 7941-7945.

M.J. Schurr, H. Yu, J.M. Martinez-Salazar, N.S. Hibler, V. Deretic, Biochemical
characterization and posttranslational modification of AlgU, a regulator of stress
response in Pseudomonas aeruginosa, Biochem. Biophys. Res. Commun. 216 (1995)
874-880.

G.L. Winsor, E.J. Griffiths, R. Lo, B.K. Dhillon, J.A. Shay, F.S. Brinkman, Enhanced
annotations and features for comparing thousands of Pseudomonas genomes in the
Pseudomonas genome database, Nucleic Acids Res. 44 (2016) D646-653.

14

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

BBA - Gene Regulatory Mechanisms xxx (xxxx) XXxX—-XXX

C.A. DeVries, D.E. Ohman, Mucoid-to-nonmucoid conversion in alginate-produ-
cing Pseudomonas aeruginosa often results from spontaneous mutations in algT,
encoding a putative alternate sigma factor, and shows evidence for autoregulation,
J. Bacteriol. 176 (1994) 6677-6687.

D.W. Martin, M.J. Schurr, H. Yu, V. Deretic, Analysis of promoters controlled by
the putative sigma factor AlgU regulating conversion to mucoidy in Pseudomonas
aeruginosa: relationship to 0" and stress response, J. Bacteriol. 176 (1994)
6688-6696.

A.M. Firoved, J.C. Boucher, V. Deretic, Global genomic analysis of AlgU (sigma
(E))-dependent promoters (sigmulon) in Pseudomonas aeruginosa and implications
for inflammatory processes in cystic fibrosis, J. Bacteriol. 184 (2002) 1057-1064.
S. Schulz, D. Eckweiler, A. Bielecka, T. Nicolai, R. Franke, A. Dotsch,

K. Hornischer, S. Bruchmann, J. Duvel, S. Haussler, Elucidation of sigma factor-
associated networks in Pseudomonas aeruginosa reveals a modular architecture
with limited and function-specific crosstalk, PLoS Pathog. 11 (2015) e1004744.
M.J. Schurr, H. Yu, J.M. Martinez-Salazar, J.C. Boucher, V. Deretic, Control of
AlgU, a member of the sigma E-like family of stress sigma factors, by the negative
regulators MucA and MucB and Pseudomonas aeruginosa conversion to mucoidy in
cystic fibrosis, J. Bacteriol. 178 (1996) 4997-5004.

Z.D. Xie, C.D. Hershberger, S. Shankar, R.W. Ye, A.M. Chakrabarty, Sigma factor-
anti-sigma factor interaction in alginate synthesis: inhibition of AlgT by MucA, J.
Bacteriol. 178 (1996) 4990-4996.

M.J. Schurr, D.W. Martin, M.H. Mudd, V. Deretic, Gene cluster controlling con-
version to alginate-overproducing phenotype in Pseudomonas aeruginosa: func-
tional analysis in a heterologous host and role in the instability of mucoidy, J.
Bacteriol. 176 (1994) 3375-3382.

K. Mathee, C.J. McPherson, D.E. Ohman, Posttranslational control of the algT
(algU)-encoded o> for expression of the alginate regulon in Pseudomonas aerugi-
nosa and localization of its antagonist proteins MucA and MucB (AIgN), J.
Bacteriol. 179 (1997) 3711-3720.

E.A. Campbell, J.L. Tupy, T.M. Gruber, S. Wang, M.M. Sharp, C.A. Gross,

S.A. Darst, Crystal structure of Escherichia coli 0" with the cytoplasmic domain of
its anti-sigma RseA, Mol. Cell 11 (2003) 1067-1078.

D.W. Martin, M.J. Schurr, M.H. Mudd, V. Deretic, Differentiation of Pseudomonas
aeruginosa into the alginate-producing form: inactivation of mucB causes conver-
sion to mucoidy, Mol. Microbiol. 9 (1993) 497-506.

L.F. Wood, D.E. Ohman, Use of cell wall stress to characterize 0> (AlgT/U) acti-
vation by regulated proteolysis and its regulon in Pseudomonas aeruginosa, Mol.
Microbiol. 72 (2009) 183-201.

Y. Okkotsu, A.S. Little, M.J. Schurr, The Pseudomonas aeruginosa AlgZR two-
component system coordinates multiple phenotypes, Front. Cell. Infect. Microbiol.
4 (2014) 82.

C.L. Pritchett, A.S. Little, Y. Okkotsu, A. Frisk, W.L. Cody, C.R. Covey, M.J. Schurr,
Expression analysis of the Pseudomonas aeruginosa AlgZR two-component reg-
ulatory system, J. Bacteriol. 197 (2015) 736-748.

D.W. Martin, M.J. Schurr, M.H. Mudd, J.R. Govan, B.W. Holloway, V. Deretic,
Mechanism of conversion to mucoidy in Pseudomonas aeruginosa infecting cystic
fibrosis patients, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90 (1993) 8377-8381.

J.C. Boucher, H. Yu, M.H. Mudd, V. Deretic, Mucoid Pseudomonas aeruginosa in
cystic fibrosis: characterization of muc mutations in clinical isolates and analysis
of clearance in a mouse model of respiratory infection, Infect. Immun. 65 (1997)
3838-3846.

G. Pulcrano, D.V. Iula, V. Raia, F. Rossano, M.R. Catania, Different mutations in
mucA gene of Pseudomonas aeruginosa mucoid strains in cystic fibrosis patients and
their effect on algU gene expression, New Microbiol. 35 (2012) 295-305.

O. Ciofu, B. Lee, M. Johannesson, N.O. Hermansen, P. Meyer, N. Hoiby,

C. Scandinavian Cystic Fibrosis Study, Investigation of the algT operon sequence
in mucoid and non-mucoid Pseudomonas aeruginosa isolates from 115
Scandinavian patients with cystic fibrosis and in 88 in vitro non-mucoid re-
vertants, Microbiology 154 (2008) 103-113.

M. Anthony, B. Rose, M.B. Pegler, M. Elkins, H. Service, K. Thamotharampillai,
J. Watson, M. Robinson, P. Bye, J. Merlino, C. Harbour, Genetic analysis of
Pseudomonas aeruginosa isolates from the sputa of Australian adult cystic fibrosis
patients, J. Clin. Microbiol. 40 (2002) 2772-2778.

A. Bragonzi, L. Wiehlmann, J. Klockgether, N. Cramer, D. Worlitzsch, G. Doring,
B. Tummler, Sequence diversity of the mucABD locus in Pseudomonas aeruginosa
isolates from patients with cystic fibrosis, Microbiology 152 (2006) 3261-3269.
D.W. Rowen, V. Deretic, Membrane-to-cytosol redistribution of ECF sigma factor
AlgU and conversion to mucoidy in Pseudomonas aeruginosa isolates from cystic
fibrosis patients, Mol. Microbiol. 36 (2000) 314-327.

M.J. Schurr, H. Yu, J.C. Boucher, N.S. Hibler, V. Deretic, Multiple promoters and
induction by heat shock of the gene encoding the alternative sigma factor AlgU
(0™ which controls mucoidy in cystic fibrosis isolates of Pseudomonas aeruginosa,
J. Bacteriol. 177 (1995) 5670-5679.

S.A. Reiling, J.A. Jansen, B.J. Henley, S. Singh, C. Chattin, M. Chandler,

D.W. Rowen, Prc protease promotes mucoidy in mucA mutants of Pseudomonas
aeruginosa, Microbiology 151 (2005) 2251-2261.

F.H. Damron, J.B. Goldberg, Proteolytic regulation of alginate overproduction in
Pseudomonas aeruginosa, Mol. Microbiol. 84 (2012) 595-607.

L.F. Wood, A.J. Leech, D.E. Ohman, Cell wall-inhibitory antibiotics activate the
alginate biosynthesis operon in Pseudomonas aeruginosa: roles of 0> (AlgT) and the
AlgW and Prc proteases, Mol. Microbiol. 62 (2006) 412-426.

D. Qiu, V.M. Eisinger, D.W. Rowen, H.D. Yu, Regulated proteolysis controls mu-
coid conversion in Pseudomonas aeruginosa, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 104
(2007) 8107-8112.

D. Qiu, V.M. Eisinger, N.E. Head, G.B. Pier, H.D. Yu, ClpXP proteases positively



S. Chevalier et al.

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[771

regulate alginate overexpression and mucoid conversion in Pseudomonas aerugi-
nosa, Microbiology 154 (2008) 2119-2130.

B.O. Cezairliyan, R.T. Sauer, Control of Pseudomonas aeruginosa AlgW protease
cleavage of MucA by peptide signals and MucB, Mol. Microbiol. 72 (2009)
368-379.

S. Lima, M.S. Guo, R. Chaba, C.A. Gross, R.T. Sauer, Dual molecular signals
mediate the bacterial response to outer-membrane stress, Science 340 (2013)
837-841.

J.C. Boucher, M.J. Schurr, H. Yu, D.W. Rowen, V. Deretic, Pseudomonas aeruginosa
in cystic fibrosis: role of mucC in the regulation of alginate production and stress
sensitivity, Microbiology 143 (1997) 3473-3480.

A.M. Firoved, V. Deretic, Microarray analysis of global gene expression in mucoid
Pseudomonas aeruginosa, J. Bacteriol. 185 (2003) 1071-1081.

A.M. Firoved, W. Ornatowski, V. Deretic, Microarray analysis reveals induction of
lipoprotein genes in mucoid Pseudomonas aeruginosa: implications for inflamma-
tion in cystic fibrosis, Infect. Immun. 72 (2004) 5012-5018.

U. Qaisar, C.J. Kruczek, M. Azeem, N. Javaid, J.A. Colmer-Hamood, A.N. Hamood,
The Pseudomonas aeruginosa extracellular secondary metabolite, Paerucumarin,
chelates iron and is not localized to extracellular membrane vesicles, J. Microbiol.
54 (2016) 573-581.

M.H. Rau, S.K. Hansen, H.K. Johansen, L.E. Thomsen, C.T. Workman, K.F. Nielsen,
L. Jelsbak, N. Hoiby, L. Yang, S. Molin, Early adaptive developments of
Pseudomonas aeruginosa after the transition from life in the environment to per-
sistent colonization in the airways of human cystic fibrosis hosts, Environ.
Microbiol. 12 (2010) 1643-1658.

A. Bazire, K. Shioya, E. Soum-Soutera, E. Bouffartigues, C. Ryder, L. Guentas-
Dombrowsky, G. Hemery, 1. Linossier, S. Chevalier, D.J. Wozniak, O. Lesouhaitier,
A. Dufour, The sigma factor AlgU plays a key role in formation of robust biofilms
by nonmucoid Pseudomonas aeruginosa, J. Bacteriol. 192 (2010) 3001-3010.

C. Attila, A. Ueda, T.K. Wood, PA2663 (PpyR) increases biofilm formation in
Pseudomonas aeruginosa PAO1 through the psl operon and stimulates virulence and
quorum-sensing phenotypes, Appl. Microbiol. Biotechnol. 78 (2008) 293-307.

A. Ghafoor, 1.D. Hay, B.H. Rehm, Role of exopolysaccharides in Pseudomonas
aeruginosa biofilm formation and architecture, Appl. Environ. Microbiol. 77 (2011)
5238-5246.

S.D. Stacey, C.L. Pritchett, Pseudomonas aeruginosa AlgU contributes to post-
transcriptional activity by increasing rsmA expression in a mucA22 strain, J.
Bacteriol. 198 (2016) 1812-1826.

L.F. Wood, D.E. Ohman, Identification of genes in the 0> regulon of Pseudomonas
aeruginosa required for cell envelope homeostasis in either the planktonic or the
sessile mode of growth, MBio 3 (2012) e00094-12.

Y. Irie, M. Starkey, A.N. Edwards, D.J. Wozniak, T. Romeo, M.R. Parsek,
Pseudomonas aeruginosa biofilm matrix polysaccharide Psl is regulated tran-
scriptionally by RpoS and post-transcriptionally by RsmA, Mol. Microbiol. 78
(2010) 158-172.

A.J. Carterson, L.A. Morici, D.W. Jackson, A. Frisk, S.E. Lizewski, R. Jupiter,

K. Simpson, D.A. Kunz, S.H. Davis, J.R. Schurr, D.J. Hassett, M.J. Schurr, The
transcriptional regulator AIgR controls cyanide production in Pseudomonas aeru-
ginosa, J. Bacteriol. 186 (2004) 6837-6844.

B. Ryall, M. Carrara, J.E. Zlosnik, V. Behrends, X. Lee, Z. Wong, K.E. Lougheed,
H.D. Williams, The mucoid switch in Pseudomonas aeruginosa represses quorum
sensing systems and leads to complex changes to stationary phase virulence factor
regulation, PLoS One 9 (2014) e96166.

A.K. Jones, N.B. Fulcher, G.J. Balzer, M.L. Urbanowski, C.L. Pritchett, M.J. Schurr,
T.L. Yahr, M.C. Wolfgang, Activation of the Pseudomonas aeruginosa AlgU regulon
through mucA mutation inhibits cyclic AMP/Vfr signaling, J. Bacteriol. 192
(2010) 5709-5717.

H. Yu, J.C. Boucher, N.S. Hibler, V. Deretic, Virulence properties of Pseudomonas
aeruginosa lacking the extreme-stress sigma factor AlgU (o%), Infect. Immun. 64
(1996) 2774-2781.

E.S. Garrett, D. Perlegas, D.J. Wozniak, Negative control of flagellum synthesis in
Pseudomonas aeruginosa is modulated by the alternative sigma factor AlgT (AlgU),
J. Bacteriol. 181 (1999) 7401-7404.

A.H. Tart, M.C. Wolfgang, D.J. Wozniak, The alternative sigma factor AlgT re-
presses Pseudomonas aeruginosa flagellum biosynthesis by inhibiting expression of
fleQ, J. Bacteriol. 187 (2005) 7955-7962.

A.H. Tart, M.J. Blanks, D.J. Wozniak, The AlgT-dependent transcriptional reg-
ulator AmrZ (AlgZ) inhibits flagellum biosynthesis in mucoid, nonmotile
Pseudomonas aeruginosa cystic fibrosis isolates, J. Bacteriol. 188 (2006)
6483-6489.

N. Dasgupta, M.C. Wolfgang, A.L. Goodman, S.K. Arora, J. Jyot, S. Lory,

R. Ramphal, A four-tiered transcriptional regulatory circuit controls flagellar
biogenesis in Pseudomonas aeruginosa, Mol. Microbiol. 50 (2003) 809-824.

C. Baraquet, K. Murakami, M.R. Parsek, C.S. Harwood, The FleQ protein from
Pseudomonas aeruginosa functions as both a repressor and an activator to control
gene expression from the pel operon promoter in response to c-di-GMP, Nucleic
Acids Res. 40 (2012) 7207-7218.

C.J. Jones, D. Newsom, B. Kelly, Y. Irie, L.K. Jennings, B. Xu, D.H. Limoli,

J.J. Harrison, M.R. Parsek, P. White, D.J. Wozniak, ChIP-Seq and RNA-Seq reveal
an AmrZ-mediated mechanism for cyclic di-GMP synthesis and biofilm develop-
ment by Pseudomonas aeruginosa, PLoS Pathog. 10 (2014) e1003984.

C. Baraquet, C.S. Harwood, Cyclic diguanosine monophosphate represses bacterial
flagella synthesis by interacting with the Walker A motif of the enhancer-binding
protein FleQ, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 110 (2013) 18478-18483.

J.W. Hickman, C.S. Harwood, Identification of FleQ from Pseudomonas aeruginosa
as a c-di-GMP-responsive transcription factor, Mol. Microbiol. 69 (2008) 376-389.

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[871]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]
[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

15

BBA - Gene Regulatory Mechanisms xxx (xxxx) XXxX—-XXX

A.W. Kingston, C. Subramanian, C.O. Rock, J.D. Helmann, A ¢"¥-dependent stress
response in Bacillus subtilis that reduces membrane fluidity, Mol. Microbiol. 81
(2011) 69-79.

F.S. Brinkman, G. Schoofs, R.E. Hancock, R. De Mot, Influence of a putative ECF
sigma factor on expression of the major outer membrane protein, OprF, in
Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas fluorescens, J. Bacteriol. 181 (1999)
4746-4754.

S. Chevalier, E. Bouffartigues, J. Bodilis, O. Maillot, O. Lesouhaitier,

M.G.J. Feuilloley, N. Orange, A. Dufour, P. Cornelis, Structure, function and reg-
ulation of Pseudomonas aeruginosa porins, FEMS Microbiol. Rev. 41 (2017)
698-722.

G. Gicquel, E. Bouffartigues, M. Bains, V. Oxaran, T. Rosay, O. Lesouhaitier,

N. Connil, A. Bazire, O. Maillot, M. Benard, P. Cornelis, R.E. Hancock, A. Dufour,
M.G. Feuilloley, N. Orange, E. Deziel, S. Chevalier, The extra-cytoplasmic function
sigma factor SigX modulates biofilm and virulence-related properties in
Pseudomonas aeruginosa, PLoS One 8 (2013) e80407.

A. Blanka, S. Schulz, D. Eckweiler, R. Franke, A. Bielecka, T. Nicolai, F. Casilag,
J. Duvel, W.R. Abraham, V. Kaever, S. Haussler, Identification of the alternative
sigma factor SigX regulon and its implications for Pseudomonas aeruginosa patho-
genicity, J. Bacteriol. 196 (2014) 345-356.

A.L. Boechat, G.H. Kaihami, M.J. Politi, F. Lepine, R.L. Baldini, A novel role for an
ECF sigma factor in fatty acid biosynthesis and membrane fluidity in Pseudomonas
aeruginosa, PLoS One 8 (2013) e84775.

E. Bouffartigues, G. Gicquel, A. Bazire, M. Bains, O. Maillot, J. Vieillard,

M.G. Feuilloley, N. Orange, R.E. Hancock, A. Dufour, S. Chevalier, Transcription of
the oprF gene of Pseudomonas aeruginosa is dependent mainly on the SigX sigma
factor and is sucrose induced, J. Bacteriol. 194 (2012) 4301-4311.

A. Crabbe, B. Pycke, R. Van Houdt, P. Monsieurs, C. Nickerson, N. Leys,

P. Cornelis, Response of Pseudomonas aeruginosa PAO1 to low shear modelled
microgravity involves AlgU regulation, Environ. Microbiol. 12 (2010) 1545-1564.
E. Bouffartigues, J.A. Moscoso, R. Duchesne, T. Rosay, L. Fito-Boncompte,

G. Gicquel, O. Maillot, M. Benard, A. Bazire, G. Brenner-Weiss, O. Lesouhaitier,
P. Lerouge, A. Dufour, N. Orange, M.G. Feuilloley, J. Overhage, A. Filloux,

S. Chevalier, The absence of the Pseudomonas aeruginosa OprF protein leads to
increased biofilm formation through variation in c-di-GMP level, Front. Microbiol.
6 (2015) 630.

E. Bouffartigues, R. Duchesne, A. Bazire, M. Simon, O. Maillot, A. Dufour,

M. Feuilloley, N. Orange, S. Chevalier, Sucrose favors Pseudomonas aeruginosa
pellicle production through the extracytoplasmic function sigma factor SigX, FEMS
Microbiol. Lett. 356 (2014) 193-200.

S. Castang, H.R. McManus, K.H. Turner, S.L. Dove, H-NS family members function
coordinately in an opportunistic pathogen, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105
(2008) 18947-18952.

L.A. Morici, A.J. Carterson, V.E. Wagner, A. Frisk, J.R. Schurr, K. Honer zu
Bentrup, D.J. Hassett, B.H. Iglewski, K. Sauer, M.J. Schurr, Pseudomonas aeruginosa
AlgR represses the Rhl quorum-sensing system in a biofilm-specific manner, J.
Bacteriol. 189 (2007) 7752-7764.

E. Deziel, S. Gopalan, A.P. Tampakaki, F. Lepine, K.E. Padfield, M. Saucier,

G. Xiao, L.G. Rahme, The contribution of MvfR to Pseudomonas aeruginosa pa-
thogenesis and quorum sensing circuitry regulation: multiple quorum sensing-
regulated genes are modulated without affecting lasRI, rhIRI or the production of
N-acyl-t-homoserine lactones, Mol. Microbiol. 55 (2005) 998-1014.

E. Sonnleitner, M. Schuster, T. Sorger-Domenigg, E.P. Greenberg, U. Blasi, Hfq-
dependent alterations of the transcriptome profile and effects on quorum sensing
in Pseudomonas aeruginosa, Mol. Microbiol. 59 (2006) 1542-1558.

P. Zheng, J. Sun, R. Geffers, A.P. Zeng, Functional characterization of the gene
PA2384 in large-scale gene regulation in response to iron starvation in
Pseudomonas aeruginosa, J. Biotechnol. 132 (2007) 342-352.

F. Martinez-Granero, M. Redondo-Nieto, P. Vesga, M. Martin, R. Rivilla, AmrZ is a
global transcriptional regulator implicated in iron uptake and environmental
adaption in P. fluorescens F113, BMC Genomics 15 (2014) 237.

A. Persat, Bacterial mechanotransduction, Curr. Opin. Microbiol. 36 (2017) 1-6.
T. Kondakova, F. D'Heygere, M.J. Feuilloley, N. Orange, H.J. Heipieper,

C. Duclairoir Poc, Glycerophospholipid synthesis and functions in Pseudomonas,
Chem. Phys. Lipids 190 (2015) 27-42.

R. Duchesne, E. Bouffartigues, V. Oxaran, O. Maillot, M. Benard, M.G. Feuilloley,
N. Orange, S. Chevalier, A proteomic approach of SigX function in Pseudomonas
aeruginosa outer membrane composition, J. Proteome 94 (2013) 451-459.

P.J. Wilderman, N.A. Sowa, D.J. FitzGerald, P.C. FitzGerald, S. Gottesman,

U.A. Ochsner, M.L. Vasil, Identification of tandem duplicate regulatory small RNAs
in Pseudomonas aeruginosa involved in iron homeostasis, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A. 101 (2004) 9792-9797.

J.M. Gaines, N.L. Carty, F. Tiburzi, M. Davinic, P. Visca, J.A. Colmer-Hamood,
A.N. Hamood, Regulation of the Pseudomonas aeruginosa toxA, regA and ptxR
genes by the iron-starvation sigma factor PvdS under reduced levels of oxygen,
Microbiology 153 (2007) 4219-4233.

P.J. Wilderman, A.I. Vasil, Z. Johnson, M.J. Wilson, H.E. Cunliffe, I.L. Lamont,
M.L. Vasil, Characterization of an endoprotease (PrpL) encoded by a PvdS-regu-
lated gene in Pseudomonas aeruginosa, Infect. Immun. 69 (2001) 5385-5394.

B.I. Kazmierczak, M. Schniederberend, R. Jain, Cross-regulation of Pseudomonas
motility systems: the intimate relationship between flagella, pili and virulence,
Curr. Opin. Microbiol. 28 (2015) 78-82.

C.S. Bernard, C. Bordi, E. Termine, A. Filloux, S. de Bentzmann, Organization and
PprB-dependent control of the Pseudomonas aeruginosa tad locus, involved in Flp
pilus biology, J. Bacteriol. 191 (2009) 1961-1973.

C. Giraud, C.S. Bernard, V. Calderon, L. Yang, A. Filloux, S. Molin, G. Fichant,



S. Chevalier et al.

[103]

[104]

[105]
[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]
[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]
[126]
[127]

[128]

[129]

[130]

C. Bordi, S. de Bentzmann, The PprA-PprB two-component system activates CupE,
the first non-archetypal Pseudomonas aeruginosa chaperone-usher pathway system
assembling fimbriae, Environ. Microbiol. 13 (2011) 666-683.

S. de Bentzmann, C. Giraud, C.S. Bernard, V. Calderon, F. Ewald, P. Plesiat,

C. Nguyen, D. Grunwald, I. Attree, K. Jeannot, M.O. Fauvarque, C. Bordi, Unique
biofilm signature, drug susceptibility and decreased virulence in Drosophila
through the Pseudomonas aeruginosa two-component system PprAB, PLoS Pathog.
8 (2012) e1003052.

E. Sonnleitner, S. Hagens, F. Rosenau, S. Wilhelm, A. Habel, K.E. Jager, U. Blasi,
Reduced virulence of a hfq mutant of Pseudomonas aeruginosa O1, Microb. Pathog.
35 (2003) 217-228.

R. Hengge, Principles of c-di-GMP signalling in bacteria, Nat. Rev. Microbiol. 7
(2009) 263-273.

M.Y. Galperin, T.A. Gaidenko, A.Y. Mulkidjanian, M. Nakano, C.W. Price, MHYT, a
new integral membrane sensor domain, FEMS Microbiol. Lett. 205 (2001) 17-23.
J.R. Aires, T. Kohler, H. Nikaido, P. Plesiat, Involvement of an active efflux system
in the natural resistance of Pseudomonas aeruginosa to aminoglycosides,
Antimicrob. Agents Chemother. 43 (1999) 2624-2628.

Y. Morita, L. Cao, V.C. Gould, M.B. Avison, K. Poole, nalD encodes a second re-
pressor of the mexAB-oprM multidrug efflux operon of Pseudomonas aeruginosa, J.
Bacteriol. 188 (2006) 8649-8654.

S.C. Binder, D. Eckweiler, S. Schulz, A. Bielecka, T. Nicolai, R. Franke, S. Haussler,
M. Meyer-Hermann, Functional modules of sigma factor regulons guarantee
adaptability and evolvability, Sci. Rep. 6 (2016) 22212.

T. Nishijyo, D. Haas, Y. Itoh, The CbrA-CbrB two-component regulatory system
controls the utilization of multiple carbon and nitrogen sources in Pseudomonas
aeruginosa, Mol. Microbiol. 40 (2001) 917-931.

A.T. Yeung, M. Bains, R.E. Hancock, The sensor kinase CbrA is a global regulator
that modulates metabolism, virulence, and antibiotic resistance in Pseudomonas
aeruginosa, J. Bacteriol. 193 (2011) 918-931.

J. Lee, L. Zhang, The hierarchy quorum sensing network in Pseudomonas aerugi-
nosa, Protein Cell 6 (2015) 26-41.

A.L. Goodman, B. Kulasekara, A. Rietsch, D. Boyd, R.S. Smith, S. Lory, A signaling
network reciprocally regulates genes associated with acute infection and chronic
persistence in Pseudomonas aeruginosa, Dev. Cell 7 (2004) 745-754.

K. Schreiber, R. Krieger, B. Benkert, M. Eschbach, H. Arai, M. Schobert, D. Jahn,
The anaerobic regulatory network required for Pseudomonas aeruginosa nitrate
respiration, J. Bacteriol. 189 (2007) 4310-4314.

B.A. McGuffie, I. Vallet-Gely, S.L. Dove, Sigma factor and anti-sigma factor that
control swarming motility and biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa, J.
Bacteriol. 198 (2015) 755-765.

T.R. Withers, Y. Yin, H.D. Yu, Identification and characterization of a novel in-
hibitor of alginate overproduction in Pseudomonas aeruginosa, Pathog. Dis. 70
(2014) 185-188.

J. Seo, A.J. Darwin, The Pseudomonas aeruginosa periplasmic protease CtpA can
affect systems that impact its ability to mount both acute and chronic infections,
Infect. Immun. 81 (2013) 4561-4570.

A. Brencic, S. Lory, Determination of the regulon and identification of novel mRNA
targets of Pseudomonas aeruginosa RsmA, Mol. Microbiol. 72 (2009) 612-632.

A. Aspedon, K. Palmer, M. Whiteley, Microarray analysis of the osmotic stress
response in Pseudomonas aeruginosa, J. Bacteriol. 188 (2006) 2721-2725.

Y. Nalca, L. Jansch, F. Bredenbruch, R. Geffers, J. Buer, S. Haussler, Quorum-
sensing antagonistic activities of azithromycin in Pseudomonas aeruginosa PAO1: a
global approach, Antimicrob. Agents Chemother. 50 (2006) 1680-1688.

T. Kai, K. Tateda, S. Kimura, Y. Ishii, H. Ito, H. Yoshida, T. Kimura, K. Yamaguchi,
A low concentration of azithromycin inhibits the mRNA expression of N-acyl
homoserine lactone synthesis enzymes, upstream of lasl or rhll, in Pseudomonas
aeruginosa, Pulm. Pharmacol. Ther. 22 (2009) 483-486.

W. Chang, D.A. Small, F. Toghrol, W.E. Bentley, Microarray analysis of tox-
icogenomic effects of peracetic acid on Pseudomonas aeruginosa, Environ. Sci.
Technol. 39 (2005) 5893-5899.

U. Schnider-Keel, K.B. Lejbolle, E. Baehler, D. Haas, C. Keel, The sigma factor AlgU
(AIgT) controls exopolysaccharide production and tolerance towards desiccation
and osmotic stress in the biocontrol agent Pseudomonas fluorescens CHAO, Appl.
Environ. Microbiol. 67 (2001) 5683-5693.

1.J. Schalk, G.L. Mislin, K. Brillet, Structure, function and binding selectivity and
stereoselectivity of siderophore-iron outer membrane transporters, Curr. Top.
Membr. 69 (2012) 37-66.

V. Braun, S. Mahren, A. Sauter, Gene regulation by transmembrane signaling,
Biometals 19 (2006) 103-113.

P. Visca, F. Imperi, I.L. Lamont, Pyoverdine siderophores: from biogenesis to
biosignificance, Trends Microbiol. 15 (2007) 22-30.

J. Ravel, P. Cornelis, Genomics of pyoverdine-mediated iron uptake in pseudo-
monads, Trends Microbiol. 11 (2003) 195-200.

R.J. Edgar, G.E. Hampton, G.P.C. Garcia, M.J. Maher, M.A. Perugini,

D.F. Ackerley, I.L. Lamont, Integrated activities of two alternative sigma factors
coordinate iron acquisition and uptake by Pseudomonas aeruginosa, Mol. Microbiol.
(2017) 891-904.

U.A. Ochsner, P.J. Wilderman, A.I. Vasil, M.L. Vasil, GeneChip expression analysis
of the iron starvation response in Pseudomonas aeruginosa: identification of novel
pyoverdine biosynthesis genes, Mol. Microbiol. 45 (2002) 1277-1287.

B. Swingle, D. Thete, M. Moll, C.R. Myers, D.J. Schneider, S. Cartinhour,
Characterization of the PvdS-regulated promoter motif in Pseudomonas syringae pv.

16

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

BBA - Gene Regulatory Mechanisms xxx (xxxx) XXxX—-XXX

tomato DC3000 reveals regulon members and insights regarding PvdS function in
other pseudomonads, Mol. Microbiol. 68 (2008) 871-889.

C. Baysse, J.M. Meyer, P. Plesiat, V. Geoffroy, Y. Michel-Briand, P. Cornelis,
Uptake of pyocin S3 occurs through the outer membrane ferripyoverdine type II
receptor of Pseudomonas aeruginosa, J. Bacteriol. 181 (1999) 3849-3851.

M.R. O'Brian, L. Thony-Meyer, Biochemistry, regulation and genomics of haem
biosynthesis in prokaryotes, Adv. Microb. Physiol. 46 (2002) 257-318.

C. Baysse, S. Matthijs, T. Pattery, P. Cornelis, Impact of mutations in hemA and
hemH genes on pyoverdine production by Pseudomonas fluorescens ATCC17400,
FEMS Microbiol. Lett. 205 (2001) 57-63.

Y. Yin, T.R. Withers, X. Wang, H.D. Yu, Evidence for sigma factor competition in
the regulation of alginate production by Pseudomonas aeruginosa, PLoS One 8
(2013) e72329.

C.W. Hall, L. Zhang, T.F. Mah, PA3225 is a transcriptional repressor of antibiotic
resistance mechanisms in Pseudomonas aeruginosa, Antimicrob. Agents Chemother.
61 (2017) e02114-16.

F.J. Reen, J.M. Haynes, M.J. Mooij, F. O'Gara, A non-classical LysR-type tran-
scriptional regulator PA2206 is required for an effective oxidative stress response
in Pseudomonas aeruginosa, PLoS One 8 (2013) e54479.

Q. Wei, P.N. Minh, A. Dotsch, F. Hildebrand, W. Panmanee, A. Elfarash, S. Schulz,
S. Plaisance, D. Charlier, D. Hassett, S. Haussler, P. Cornelis, Global regulation of
gene expression by OxyR in an important human opportunistic pathogen, Nucleic
Acids Res. 40 (2012) 4320-4333.

F. Imperi, F. Tiburzi, G.M. Fimia, P. Visca, Transcriptional control of the pvdS iron
starvation sigma factor gene by the master regulator of sulfur metabolism CysB in
Pseudomonas aeruginosa, Environ. Microbiol. 12 (2010) 1630-1642.

U.A. Ochsner, Z. Johnson, M.L. Vasil, Genetics and regulation of two distinct
haem-uptake systems, phu and has, in Pseudomonas aeruginosa, Microbiology 146
(2000) 185-198.

K. Han, B. Tjaden, S. Lory, GRIL-seq provides a method for identifying direct
targets of bacterial small regulatory RNA by in vivo proximity ligation, Nat.
Microbiol. 2 (2016) 16239.

B. Marshall, A. Stintzi, C. Gilmour, J.M. Meyer, K. Poole, Citrate-mediated iron
uptake in Pseudomonas aeruginosa: involvement of the citrate-inducible FecA re-
ceptor and the FeoB ferrous iron transporter, Microbiology 155 (2009) 305-315.
O.E. Petrova, K. Sauer, The novel two-component regulatory system BfiSR reg-
ulates biofilm development by controlling the small RNA rsmZ through CafA, J.
Bacteriol. 192 (2010) 5275-5288.

G. Ganne, K. Brillet, B. Basta, B. Roche, F. Hoegy, V. Gasser, I.J. Schalk, Iron
release from the siderophore pyoverdine in Pseudomonas aeruginosa involves three
new actors: FpvC, FpvG, and FpvH, ACS Chem. Biol. 12 (2017) 1056-1065.
M.A. Llamas, M.J. Mooij, M. Sparrius, C.M. Vandenbroucke-Grauls, C. Ratledge,
W. Bitter, Characterization of five novel Pseudomonas aeruginosa cell-surface sig-
nalling systems, Mol. Microbiol. 67 (2008) 458-472.

A.D. Smith, A. Wilks, Differential contributions of the outer membrane receptors
PhuR and HasR to heme acquisition in Pseudomonas aeruginosa, J. Biol. Chem. 290
(2015) 7756-7766.

P. Cornelis, J. Bodilis, A survey of TonB-dependent receptors in fluorescent
pseudomonads, Environ. Microbiol. Rep. 1 (2009) 256-262.

L. Michel, N. Gonzalez, S. Jagdeep, T. Nguyen-Ngoc, C. Reimmann, PchR-box
recognition by the AraC-type regulator PchR of Pseudomonas aeruginosa requires
the siderophore pyochelin as an effector, Mol. Microbiol. 58 (2005) 495-509.
M.F. Traxler, M.R. Seyedsayamdost, J. Clardy, R. Kolter, Interspecies modulation
of bacterial development through iron competition and siderophore piracy, Mol.
Microbiol. 86 (2012) 628-644.

M.G. Ghequire, R. De Mot, Ribosomally encoded antibacterial proteins and pep-
tides from Pseudomonas, FEMS Microbiol. Rev. 38 (2014) 523-568.

A. Elfarash, J. Dingemans, L. Ye, A.A. Hassan, M. Craggs, C. Reimmann,

M.S. Thomas, P. Cornelis, Pore-forming pyocin S5 utilizes the FptA ferripyochelin
receptor to kill Pseudomonas aeruginosa, Microbiology 160 (2014) 261-269.

M.A. Llamas, A. van der Sar, B.C. Chu, M. Sparrius, H.J. Vogel, W. Bitter, A novel
extracytoplasmic function (ECF) sigma factor regulates virulence in Pseudomonas
aeruginosa, PLoS Pathog. 5 (2009) e1000572.

A. Frisk, J.R. Schurr, G. Wang, D.C. Bertucci, L. Marrero, S.H. Hwang, D.J. Hassett,
M.J. Schurr, Transcriptome analysis of Pseudomonas aeruginosa after interaction
with human airway epithelial cells, Infect. Immun. 72 (2004) 5433-5438.

S. Chugani, E.P. Greenberg, The influence of human respiratory epithelia on
Pseudomonas aeruginosa gene expression, Microb. Pathog. 42 (2007) 29-35.

J.M. Quesada, J.R. Otero-Asman, K.C. Bastiaansen, C. Civantos, M.A. Llamas, The
activity of the Pseudomonas aeruginosa virulence regulator 6" is modulated by
the anti-o factor VreR and the transcription factor PhoB, Front. Microbiol. 7
(2016) 1159.

P. Bielecki, V. Jensen, W. Schulze, J. Godeke, J. Strehmel, D. Eckweiler, T. Nicolai,
A. Bielecka, T. Wille, R.G. Gerlach, S. Haussler, Cross talk between the response
regulators PhoB and TctD allows for the integration of diverse environmental
signals in Pseudomonas aeruginosa, Nucleic Acids Res. 43 (2015) 6413-6425.
L.M. Faure, M.A. Llamas, K.C. Bastiaansen, S. de Bentzmann, S. Bigot, Phosphate
starvation relayed by PhoB activates the expression of the Pseudomonas aeruginosa
0""! ECF factor and its target genes, Microbiology 159 (2013) 1315-1327.

P. Shannon, A. Markiel, O. Ozier, N.S. Baliga, J.T. Wang, D. Ramage, N. Amin,
B. Schwikowski, T. Ideker, Cytoscape: a software environment for integrated
models of biomolecular interaction networks, Genome Res. 13 (2003) 2498-2504.



_ 137 np uonerodioouy _ _ WIIJOIq 3P UOTJBULIO, ] _ _ SOURIQUISWI S3P JIPIN]] _

E E _ SOURIQUISTI 3P SISLISOIUWOL] _
xnqiya,p sadwog _ 3110TX0J0)K)) _ ANIQOIN _ _ auIaIXa dueIquIAW ] ap anbrzjoxd wonisodwo)) _

sanbnoiqnue

IUWINIIA AITRURIUIdNI JISB)ISOIUWOF]

XNe 30ue)SISNY

swserdo)s)
7

7 xdwm) vewzs .

uoneAndYy sueaA[Bopndad
z
W)X
/ qusiy
/
g1do

JUSTISUUONAUT

addopaAud, p ssaxS

\ N\

350I0NS 3P UONRIUIIUOD 10 ] _ _ e[owso-0dAH _ _ 21do.p a1dg _ _ ANARISOIOIN _ _ AULIISO[9K0-(




Introduction - II. Enveloppe de Pseudomonas aeruginosa ||| GG

: Figure 20. Conditions d’activité, régulation et grandes fonctions de SigX.

i
: Schéma récapitulatif des connaissances au début de ma thése sur les conditions conduisant a un stress
I d’enveloppe qui vont activer SigX (Bouffartigues et al., 2015, 2014, 2012; Brinkman et al., 1999; Crabbé
: et al., 2011; Wood and Ohman, 2009), ses grandes fonctions (Blanka et al., 2014; Boechat et al., 2013;
: Bouffartigues et al., 2012; Brinkman et al., 1999; Duchesne et al., 2013; Fléchard et al., 2018; Gicquel et
|
|
|
|
|

i al., 2013; Schulz et al., 2015), et son environnement génomique (www.pseudomonas.com). Les régulations

! par SigX directes (fleéches pleines noires) et indirectes (fleches noires en pointillés), ainsi que les promoteurs

| identifiés (fleches grises pleines), et les promoteurs putatifs (fléches grises en pointillés) sont représentés

i_(Bouffartigues et al., 2012; Brinkman et al., 1999; Chevalier et al., 2018; Firoved et al., 2002).

ii.  SigX

SigX a été décrit pour la premiere fois en 1999 (Brinkman et al., 1999), mais est étudié
activement depuis 2012 (Blanka et al., 2014; Boechat et al., 2013; Bouffartigues et al., 2014,
2012; Duchesne et al., 2013; Fléchard et al., 2018; Gicquel et al., 2013). Un schéma
récapitulant 1’ensemble des conditions d’activation et des fonctions régulées par SigX est
représenté en Figure 20. SigX est activé lors de conditions amenant a une déstabilisation de
I’enveloppe, telles que la présence de D-cyclosérine, la perte d’OprF, ou des conditions d’hypo-
osmolarité, forte concentration en sucrose ou des conditions de microgravité (Bouffartigues et
al., 2015, 2014, 2012; Brinkman et al., 1999; Crabbé et al., 2011; Wood et Ohman, 2009).
En réponse, ce facteur ¢ ECF va réguler plus de 300 génes, impliqués dans des grandes
fonctions comme I’homéostasie membranaire (Blanka et al., 2014; Boechat et al., 2013;
Duchesne et al., 2013; Fléchard et al., 2018; Schulz et al., 2015), le biofilm (Blanka et al.,
2014; Gicquel et al., 2013; Schulz et al., 2015), la virulence (Blanka et al., 2014; Gicquel et
al., 2013; Schulz et al., 2015) ou encore la résistance aux antibiotiques (Brinkman et al., 1999;

Gicquel et al., 2013).

Si les conditions d’activation et les fonctions régulées par SigX commencent a étre bien
décrites, la régulation transcriptionnelle de sigX I’est en revanche beaucoup moins. Il est décrit
que SigX soit capable de s’autoréguler en partiec (Bouffartigues et al., 2014, 2012). RpoD
pourrait réguler sigX, et MvaT pourrait réprimer son expression. L’expression de sigX diminue
chez des souches mutées des régulateurs AlgR, PqsR et Hfq (Chevalier et al., 2018). Enfin,
AmrZ a été identifié comme pouvant se lier en amont du gene sigX chez P. fluorescens

(Martinez-Granero et al., 2014).
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Figure 21. Représentation schématique d’un systéme a deux composants.

A. Systéme a deux composants classique. Aprés avoir regu un stimulus, un senseur de réponse histidine kinase
s’auto-phosphoryle sur un résidu histidine, puis transmet son phosphate au régulateur de réponse, qui pourra
réguler les génes sous sa dépendance. B. Systéme a deux composants non-orthodoxe. Le senseur histidine kinase
possede cette fois 3 domaines. Aprés autophosphorylation de son résidu histidine, le phosphate est transmis eu
deuxiéme puis au troisiéme domaine du senseur, avant d’étre transmis au régulateur de réponse. C. Systéme a deux
composants hybride. A la différence du systéme précédent, le troisiéme domaine du senseur est une protéine a part

entiére, qui va servir de phosphorelais pour le régulateur de réponse (Rodrigue et al., 2000).
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De plus, une étude réalisée au sein du laboratoire, grace a des délétions successives et fusions
transcriptionnelles de la région en amont du géne sigX a montré I’existence d’au moins trois

promoteurs. La région promotrice serait de 686 pb (Données non publiées du LMSM).
b. Sgstémes a deux comPosants

i Généralités
Comme mentionné au début de ce manuscrit, P. aeruginosa possede environ 9 % de protéines
régulatrices prédites dans son génome, dont 64 senseurs histidines kinases et 72 régulateurs de
réponses. Ce nombre considérable est une des causes de sa grande capacité d’adaptation, car
elle peut ressentir un large panel de conditions environnementales et s’y adapter avec rapidité

(Gooderham et Hancock, 2009; Rodrigue et al., 2000; Stover et al., 2000).

Un TCS est constitu¢ d’un senseur situé dans la membrane interne ou, plus rarement, dans le
cytoplasme, et d’un régulateur de réponse située dans le cytoplasme (Figure 21, Rodrigue et
al., 2000). Ce systeme permet la transduction de signaux de I’extérieur de la cellule, du
périplasme ou du cytoplasme jusqu’a I’adaptation a ces signaux par la régulation d’un certain

panel de génes.

Un systéme « classique » est constitué¢ d’un senseur possédant un domaine histidine kinase, qui,
sous I’action d’un stimulus, va s’autophosphoryler. Ce phosphate pourra ensuite étre transmis
au régulateur de réponse, qui s’activera alors et ira réguler les génes sous sa dépendance (Figure
21A). Un TCS non-orthodoxe est composé de plusieurs domaines, avec un domaine receveur
qui va recevoir le phosphate de I’histidine, et le transmettre a un troisiéme domaine. C’est ce
dernier qui phosphorylera le régulateur de réponse (Figure 21B). Enfin, le dernier type de TCS
est dit « hydride ». En effet, le fonctionnement est le méme que pour le précédent, a la différence
preés que le troisiéme domaine n’appartient pas au senseur, mais est porté¢ par une protéine
intermédiaire servant de phosphorelais, le module Hpt, qui aura pour fonction de transmettre le
phosphate au régulateur de réponse (Figure 21C). Trois protéines Hpt ont été identifiées chez
P. aeruginosa : HptA, HptB (la mieux décrite) et HptC. Il est également possible que le
régulateur de réponse, en I’état non-phosphorylé, puisse une activit¢ de régulation, mais qui
sera différente de 1’état phosphorylé¢ (Francis et al., 2017; Gooderham et Hancock, 2009;
Rodrigue et al., 2000).

ii. TCS impliqués dans la réponse aux stress d’enveloppe

La réponse au stress d’enveloppe chez cette bactérie implique 12 TCS, répondants a divers

stress liés a la présence d’antibiotiques et de métaux, notamment
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S P PP -
| Figure 22. Systémes a deux composants impliqués dans la réponse aux stress

i d’enveloppe chez P. aeruginosa.

' Schéma récapitulatif de I’ensemble des conditions menant a un stress d’enveloppe, des TCS impliqués et de |

' 2007; de Bentzmann et al., 2012; Dieppois et al., 2012; Dong et al., 2008; Fernandez et al., 2012, 2010; ;
| Gellatly et al., 2012; Giraud et al., 2011; Gooderham and Hancock, 2009; Gutu et al., 2013; Kreamer et
: al., 2015, 2012; Lau et al., 2015; J.-H. Lee et al., 2014; J.-Y. Lee et al., 2014; Liu et al., 2017; Macfarlane |
: et al., 2000, 1999; McPhee et al., 2006, 2003; Moskowitz et al., 2012; Muller et al., 2011; Perron et al.,

1 2004; Poole et al., 2019, 2016; Teitzel et al., 2006; Wang et al., 2019, 2013, 2003; Zamorano et al., 2014). |

i |
i |
i |

|
|

|
I |
| .
i leur réponse physiologique (Ainsaar et al., 2014; Bernard et al., 2009; Blanka et al., 2015; Caille et al., |
: |
i i
i |
i |

|
|

|
|
i |
|

(Gooderham et Hancock, 2009). La Figure 22 représente les stimuli activant ces TCS, ainsi

que les fonctions régulées par eux, en réponse.

Le TCS AmgS-AmgR a ét¢ montré comme étant impliqué dans la réponse a la présence
d’aminoglycosides, et trés récemment, au zinc. Les aminoglycosides sont des antibiotiques
ciblant le processus de traduction. P. aeruginosa posséde un systéme d’efflux actif pour contrer
ces antibiotiques : MexXY-OprM. L’action de ces antibiotiques provoque un mauvais
repliement des protéines, qui vont s’insérer dans la membrane avec ce repliement aberrant.
AmgS va le ressentir et activer AmgR. Ce dernier va activer 3 geénes, hptX, yccA et PA5528,
dont les produits vont activer l’expression des genes mexX et mexY. De plus, les
aminoglycosides vont activer en paralléle I’expression d’armZ, dont la protéine va séquestrer
MexZ, le répresseur naturel des geénes mexX et mexY lorsqu’il est sous forme libre. Il a
¢galement ¢ét¢é montré que lorsqu’AmgR était activé, la cellule tolérait de plus fortes
concentrations en zinc. Cependant, la pompe d’efflux MexXY-OprM ne semble pas impliquée
dans ce processus. Le processus moléculaire reste donc a préciser (Lau et al., 2015; Poole et

al., 2019, 2016).

BgsS-BgsR a déja été évoqué précédemment comme étant impliqué dans la dispersion du
biofilm, via I’augmentation de la C4-HSL et de PQS. De plus, ce TCS est également capable de
ressentir le fer ferreux soluble (Fe**) via un domaine de liaison situé sur le senseur BgsS. BqsR
va ainsi, une fois activé, pouvoir s’autoréguler d’une part, puis réguler les TCS PhoQ-PhoP et

PmrB-PmrA et les génes impliqués dans le transport de la spermidine, une polyamine impliquée
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dans la stabilisation du LPS et la séquestration des peptides antimicrobiens cationiques (Dong

et al., 2008; Kreamer et al., 2015, 2012).

Le TCS ColS-ColR est activé, chez P. putida, en réponse a de fortes concentrations en
cadmium, fer, manganeése et zinc. Il est supposé qu’il en soit de méme chez P. aeruginosa, au
vu des fortes homologies de séquences des génes du TCS entre les deux especes, mais aussi au
vu de la conservation de ce TCS chez toutes les especes du genre Pseudomonas. Chez P.
aeruginosa, il a ét¢ montré que la présence d’un TCS ColS-ColR fonctionnel était nécessaire a
I’acquisition d’une mutation du géne phoQ, observée chez les souches cliniques résistantes aux
polymyxines. Cependant, I’explication moléculaire de ce phénomene reste a décrire (Ainsaar

et al., 2014; Gutu et al., 2013).

La réponse au cuivre implique le TCS CopS-CopR. Une population adaptée au cuivre montre
une augmentation de la pyoverdine, une diminution de la pyochéline et de plusieurs porines,
dont OprD, impliquée dans la résistance aux carbapénémes, entrainant une diminution de la
perméabilité membranaire. De plus, CopR peut activer la transcription des genes codant pour

le TCS czceS-czcR, qui sera détaillé ci-apres (Caille et al., 2007; Teitzel et al., 2006).

Le TCS CprS-CprR est impliqué dans la résistance aux peptides antimicrobiens cationiques,
via ’action de I’opéron arnBCDATEF, qui permet la modification du LPS. De plus, comme
ColS-ColR, la présence d’un TCS CprS-CprR fonctionnel est nécessaire a 1’acquisition de la
mutation du géne phoQ permettant la résistance constitutive des souches cliniques aux

polymyxines (Fernandez et al., 2012; Gutu et al., 2013; J.-Y. Lee et al., 2014).

CreB-CreC est un TCS impliqué dans la réponse aux fB-lactamines, en parall¢le de la réponse
liée 8 AmpR et AmpC. Plus précisément, ce TCS répond a I’inhibition des PLP4. En réponse,
ce régulateur contrdle I’expression de 1’ensemble des génes impliqués dans la dénitrification et
le transport des nitrites et des nitrates. Il est également a noter que ce systéme est impliqué dans

la formation de biofilm (Zameorano et al., 2014).

Le TCS CzcS-CzcR est activé principalement en réponse au zinc, et minoritairement au
cadmium. Il est responsable de la diminution d’OprD, et est impliqué dans la formation de
biofilm. Il peut également moduler la virulence via la régulation de phzA 1, géne impliqué dans
la production des phénazines dont la pyocyanine, mais aussi la régulation de la production de
la pyochéline. Ce systéme pourrait également moduler le QS, mettant en lien les phénotypes

précédents. De plus, il est impliqué dans la production d’une pompe d’efflux, CzcCBA, servant
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a expulser le zinc (Caille et al., 2007; Dieppois et al., 2012; J.-H. Lee et al., 2014; Perron et
al., 2004).

Le systeme ParS-ParR est un TCS trés important dans la résistance aux aminoglycosides,
fluoroquinolones, B-lactamines, et peptides antimicrobiens. En réponse a une exposition aux
peptides antimicrobiens cationiques, ce TCS induit I’expression de deux pompes d’efflux,
MexXY-OprM, impliquée dans la résistance aux aminoglycosides, et MexEF-OprN, dans la
résistance aux quinolones, au chloramphénicol et au triméthoprime, ainsi qu’aux solvants et
certains biocides. De plus, ce TCS est capable d’induire I’opéron arnBCADTEF permettant la
modification du LPS, et du TCS PmrB-PmrA qui sera décrit ci-apres. Enfin, il intervient dans
la réduction de la perméabilité membranaire et la résistance aux carbapénémes via la répression
de la porine OprD (Fernandez et al., 2010; J.-Y. Lee et al., 2014; Muller et al., 2011; Wang
et al., 2013).

Le TCS PhoP-PhoQ est activé en présence de peptides antimicrobiens cationiques ou lors de
faibles concentrations en Mg?", dont le role est important pour stabiliser la membrane externe.
Il est également activé lors d’un contact entre la bactérie et des cellules eucaryotes. Il est
impliqué dans la résistance a ces peptides antimicrobiens cationiques par modification du LPS
via ’opéron arnBCADTEF', et peut également réguler un opéron codant un transporteur ABC
impliqué dans le rejet de la tétracycline. Il est a noter qu’il peut également s’autoréguler
(Gellatly et al., 2012; J.-Y. Lee et al., 2014; Macfarlane et al., 2000, 1999; McPhee et al.,
2000).

Le TCS PmrB-PmrA, a I’instar de PhoQ-PhoP, est activé en présence de faibles concentrations
en Mg?*, ou lors de 1’exposition de la bactérie aux peptides antimicrobiens cationiques. Il peut
modifier le LPS via I’activation de 1’opéron arnBCADTEF, régule 1’opéron feoAB impliqué
dans le transport du Fe?*, et active I’expression de génes dont les produits sont impliqués dans
le transport des ions Mg?". Il peut également s’ autoréguler, et étre régulé par ParS-ParR, comme
mentionné précédemment. Enfin, il a récemment été décrit que ce systeme était impliqué dans
I’expression de /ipA via la régulation de I’expression de rsmY (J.-Y. Lee et al., 2014; Liu et
al., 2017; McPhee et al., 2006, 2003; Moskowitz et al., 2012).

Le TCS PprA-PprB pourrait étre activé dans des conditions de carence en glucose (Wang et
al., 2019). Ce TCS intervient dans la régulation de la perméabilité membranaire via notamment

la régulation d’OprF, ainsi que dans 1’expression des fimbriae via la voie chaperonne cup, des
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igure 23. Conformations d’un canal mécanosensible.
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A. Configuration fermée du canal : absence de tensions mécaniques sur la membrane. B. Configuration ouverte du

canal : tensions mécaniques sur la membrane, entrainant un changement de conformation de la membrane et, par

extension, du canal (Wilson et al., 2013).
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pili de type IV via la régulation du locus tad, et dans la régulation du systéeme d’adhésion Bap

(Bernard et al., 2009; de Bentzmann et al., 2012; Giraud et al., 2011; Wang et al., 2003).

Enfin, le dernier systéme est plus atypique. Ce systeme implique le TCS WspE-WspR, mais
est reli¢ a d’autres protéines, dont notamment WspA situé dans la membrane externe et
permettant de ressentir le contact avec la surface, et WspBD liant WspA a WspR. WspR est un
régulateur particulier, puisque c’est une diguanylate cyclase, permettant ainsi la production de
c-di-GMP. 11 a été décrit que ce systéme pourrait €tre activé en réponse a une diminution
d’AccB et AccC, conduisant & une diminution des chaines des AG, ainsi qu’a de fortes
concentrations en sels. La réponse serait alors 1’augmentation du taux intracellulaire de c-di-

GMP et ainsi d’orienter la bactérie vers un phénotype biofilm (Blanka et al., 2015).

C. Canaux méCE:H'XOSCHSi]D!CS

De la bactérie au plus évolué des animaux, tous les organismes vivants peuvent ressentir les
forces mécaniques. Pour I’ensemble du vivant, les canaux mécanosensibles sont le moyen de
ressentir et s’adapter a ces forces sans que ce ne soit délétere pour leurs cellules. Etant donné
que ’activation de ces canaux ameéne a une réponse adaptative chez la cellule, ces canaux sont
aussi appelés canaux mécanotransducteurs. Chez les bactéries a Gram négatif, ces canaux sont
situés dans la membrane interne. Sous I’effet d’une force mécanique, une déformation de la
membrane peut se produire, et entrainer ainsi un changement de la conformation du canal (les
hélices transmembranaires hydrophobes interagissant avec les phospholipides environnants), le
faisant passer d’une conformation fermée (Figure 23A) a une conformation ouverte (Figure
23B ; Wilson et al., 2013). La plupart des études effectuées jusqu’alors sont des études
structurales et biochimiques. Quelques études mentionnent cependant que ces canaux sont
régulés par RpoS, positivement ou négativement (Schellhorn et al., 1998; Schumann et al.,
2010; Stokes et al., 2003; Wilson et al., 2013) ; d’autres études tendent a montrer un lien entre
les homologues du facteur ¢ ECF de réponse au stress d’enveloppe RpoE et I’expression de
certains canaux, chez Salmonella, chez Synechocystis sp.PCC6803 et chez P. aeruginosa
(Amar et al., 2018; Osanai et al., 2005; Wilson et al., 2013; Wood et Ohman, 2009). Enfin,
un lien a été documenté entre 1’interaction d’un canal mécanosensible (PamA), présent chez
Synechocystis sp.PCC6803, et un senseur d’azote et de carbone (PII) hautement conservé.
L’interaction entre ces deux protéines modifie I’expression des génes relatifs a I’incorporation
de I’azote et du carbone chez cette cyanobactérie. L’absence de PamA conduit a une diminution

de I’expression de ces génes, suggérant que 1’azote et le carbone pourraient étre incorporés dans
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certaines conditions osmotiques et modifier le métabolisme de cette bactérie en réponse a ces

conditions (Osanai et al., 2005; Osanai et Tanaka, 2007; Wilson et al., 2013).

Concernant I’impact de ces canaux sur la physiologie de la bactérie, quelques ¢tudes ont montré
qu’il existait un lien entre ces canaux mécanosensibles et la division cellulaire, que ce soit chez
les plantes ou chez les bactéries. En effet, il a ét¢ montré que des mutants de certains canaux
mécanosensibles entrainaient une division cellulaire anormale de la cellule (Wilson et al., 2013,
2011; Wilson et Haswell, 2012). Il a également été montré que deux canaux de Campylobacter
Jjejuni sont impliqués dans la colonisation de I’hote lors de I’infection (Kakuda et al., 2012).
Cependant, la majorité des études se concentre sur la fonction majeure de ces canaux : le
maintien de I’intégrité de la bactérie lors de chocs hypo-osmotiques. En effet, sous 1’influence
de changements de la tension membranaire dus a une variation de la pression osmotique, ces
canaux vont s’ouvrir et diffuser des osmolytes, contrebalancant les effets du choc osmotique et
empéchant ainsi une pression de turgescence trop forte et une lyse cellulaire. Pour cela, la
bactérie réagit de fagon proportionnelle a la tension ressentie, via I’ouverture de canaux
structurellement différents. En effet, deux grandes familles de canaux mécanosensibles existent,
MscL (Large conductance) et MscS (Small conductance). Si les MscS s’ouvrent lors de faibles
déformations membranaires, les MscL eux ne s’ouvrent que lorsque de grandes forces
mécaniques mettent en péril 'intégrité de la cellule. En effet, les MscS possédent des pores
relativement petits (environ 16A de diamétre), ne laissant diffuser que certains ions tels que les
ions potassium K. Les MscL, en revanche, possédent des pores beaucoup plus grands (environ
30A de diamétre), et permettent la diffusion de tout composé de masse inférieure a environ
1000 Da, jouant ainsi le role de « valve » d’urgence pour éviter la lyse cellulaire. Cette réponse
est extrémement rapide, et bien caractérisée. Aprés un choc hypo-osmotique, le gonflement des
cellules est observé en 30 a 50 ms, et I’ouverture des canaux mécanosensibles se produit environ
150 a 200 ms aprés le choc, les premicres lyses bactériennes étant observées a environ 1 s.
Néanmoins, une proportion d’environ 90% de cellules survivantes est notée, alors qu’une
cellule délétée de ses canaux mécanosensibles exhibe une chance de survie d’environ 10%
(Booth, 2014; Booth et Blount, 2012; Haswell et al., 2011; Kung et al., 2010; Naismith et
Booth, 2012; Pivetti et al., 2003; Wilson et al., 2013). La description de ces deux familles de
canaux ayant été réalisée principalement chez E. coli, les deux prochains paragraphes traitant
de ces canaux seront une description chez cette bactérie uniquement. Les canaux

mécanosensibles chez P. aeruginosa seront abordés dans un troisi¢éme paragraphe.



Figure 24. Structure modélisée de MscL d’E. coli.

A. Structure de MscL en conformation « canal fermé » (vue de face et du dessus), et structure d’un seul monomeére
MscL (au centre). B. Structure de MscL en conformation « canal ouvert», sous 1’influence d’une tension
membranaire. Les hélices transmembranaires « s’écrasent » avec la membrane, permettant 1’ouverture du canal tel

un obturateur d’appareil photographique (Booth et Blount, 2012).
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i.  MscL
Les monomeres de ce canal sont codés par le géne mscL chez E. coli, qui n’est présent qu’en
une seule copie, comme chez I’ensemble des bactéries chez lesquelles ce gene est présent. MscL
est hautement conservé entre bactéries. Il est composé d’une hélice a N-terminale située dans
le cytoplasme, d’une hélice transmembranaire TM1, d’une boucle périplasmique, d’une
deuxieme hélice transmembranaire TM2 et d’une derniere hélice a C-terminale située dans le
cytoplasme (Figure 24). Les variations observées des orthologues de ce géne sont limitées et
concernent la longueur de I’hélice a N-terminale ou C-terminale, et la longueur de la boucle
périplasmique ; ces différences n’étant de 1’ordre que de quelques acides aminés. Le canal
MscL est composé d’un pentamere de ces sous-unités chez E. coli (Figure 24A). Lors d’une
forte tension membranaire, le canal s’ouvre et permet le passage des composés de masse
inférieure a 1000 Da, sans sélectivité (Figure 24B). C’est pour cette raison qu’il a été suggéré
que ce canal était trés important lors de conditions de chocs hypo-osmotiques extrémes pour la
bactérie, formant une « valve » de sécurité¢ permettant d’éviter la lyse par un relargage massif
d’osmolytes (ions, eau, peptides et petites protéines...). La bactérie doit donc, en dehors de ces
conditions extrémes, laisser ce « systetme de la derniére chance » fermé, sous peine d’effets
déléteres tres rapides (Booth, 2014; Booth et Blount, 2012; Haswell et al., 2011; Iscla et
Blount, 2012; Kung et al., 2010; Pivetti et al., 2003).

ii.  MscS
Contrairement a MscL, la famille des canaux de type MscS est vaste et comprend beaucoup de
membres, tous tres différents entre eux. Il est également courant de retrouver plusieurs canaux
différents de la famille MscS codés dans les génomes bactériens. Initialement, le canal MscS a
¢été décrit comme étant formé d’un heptamere, dont les monomeres sont codés par le gene mscsS.
Ce monomere est composé de deux hélices transmembranaires (TM1 et TM2), puis d’une
troisiéme hélice, séparée en deux domaines, TM3A qui est insérée dans la membrane, et TM3B
qui est une hélice parall¢le a la membrane cytoplasmique. Cette dernicre est reliée au domaine
B (aussi nommé domaine vestibulaire), lui-méme reli¢ au domaine aff (Figure 25A). Sous
forme d’heptamere, le canal posséde des portails latéraux entre les domaines 3 et af3, ce qui
permet I’entrée des ions et solutés afin qu’ils puissent étre rejetés par le pore du canal (Figure
25B). Les domaines spécifiques retrouvés sur I’ensemble des membres de cette famille sont les
trois hélices et le domaine B (Figure 25C). Lorsqu’une tension membranaire apparait, la
conformation du monomere change, les hélices TM1 et TM2 s’écrasent, conduisant 1’hélice
TM3A a devenir perpendiculaire a la membrane, formant un angle plus fermé avec 1’hélice

TM3B, et permettant I’ouverture du pore (Figure 25D). Ce changement de conformation est
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Figure 25. Structure modélisée de MscS d’E. coli.

A. Structure du monomere de MscS en conformation fermée. B. Structure du canal MscS, formé par un
homoheptamére de MscS. Les ions et solutés entrent au niveau du portail formé entre les domaines B et aff. C.
Domaine conservé chez les autres membres de la famille des MscS, en configuration fermée. D. Domaine
conserve, en conformation ouverte. E. Superposition du domaine conservé en conformation fermée (en gris) et

ouverte (en bleu) (A et B : Booth et Blount, 2012 ; C, D et E : Wilson et al., 2013).
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bien visible lorsque les deux monomeres sont superposés (Figure 25E ; Booth et Blount, 2012;
Haswell et al., 2011; Kung et al., 2010; Naismith et Booth, 2012; Pivetti et al., 2003; Wilson
et al., 2013).

La Figure 26 représente 5 exemples de canaux de la famille des MscS retrouvés chez E. coli
(MscS et MscK), Corynebacterium glutamicum (MscCG), et chez la plante Arabidopsis
thaliana (MSL2 et MSL10). Le domaine conservé, présenté précédemment, est représenté en
noir. Il est aisé de constater que ces canaux varient beaucoup entre eux, tant au niveau du
nombre de domaines transmembranaires, que des domaines périplasmiques et cytoplasmiques.
La raison de ces variations n’est pas connue ; toutefois, il est désormais admis que chaque canal
posséde ses propres spécificités physiologiques, bien que sa fonction globale reste la méme, a
savoir la protection contre les chocs osmotiques. De plus, il a été suggéré que les domaines
supplémentaires présents dans certains canaux pourraient leur conférer des roles additionnels,
comme des roles de senseur grace aux larges domaines périplasmiques présents, qui pourraient
interagir avec d’autres protéines ou structures bactériennes. Cela démontre que ces canaux, bien
qu’ayant a la base la méme fonction de protection contre les chocs osmotiques, se sont
diversifiés et spécialisés au cours de 1’évolution, permettant a la bactérie de s’adapter plus

finement aux conditions environnementales (Wilson et al., 2013).

Chez E. coli, en plus de MscL, 6 canaux appartiennent a la famille des MscS : MscS, MscK,
YbdG, Ybio, YjeP, et Ynal. Ils ne possedent que 20 a 30 % d’identité et environ 60 a 65 % de
similarité a MscS. Bien que chaque canal posséde un role dans la régulation de la pression
osmotique, leur fonction n’est requise pour la viabilité cellulaire que sous certaines conditions
environnementales. Tout d’abord, il est intéressant de noter que chaque canal ne s’ouvre qu’a
certains seuils de pression osmotique, Ynal étant le plus sensible puis YjeP, YbdG, YbiO,
MscK, MscS et enfin MscL, qui ne s’ouvre qu’a des pressions osmotiques extrémes (Edwards
et al., 2012; Schumann et al., 2010; Wilson et al., 2013). YbiO a été décrit pour étre activé en
présence de fortes concentrations en NaCl dans I’environnement (Edwards et al., 2012), par
exemple, alors que MscK a été¢ décrit comme étant actif dans des environnements ayant de
fortes concentrations en ions potassium K" (McLaggan et al., 2002; Wilson et al., 2013). De

plus, chaque canal ne rejette qu’un type spécifique d’ion (Wilson et al., 2013).

RpoS a été décrit comme régulant positivement les génes codant les canaux MscL, MscS et
YbiO, et négativement le géne codant le canal YbdG (Edwards et al., 2012; Schumann et al.,
2010; Stokes et al., 2003; Wilson et al., 2013). EvgA, un régulateur de I’expression des génes

répondant aux stress acides, controle I’expression de Ynal (Masuda et Church, 2002, 2003).
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Figure 26. Structure et insertion membranaire des domaines de différents canaux de type

MscS.

Les canaux de la famille MscS possédent des structures variées en termes de nombre et taille des domaines
transmembranaires et des boucles périplasmiques et cytoplasmiques. Le domaine en noir représente le domaine
conservé entre tous les canaux de la famille des MscS. « OUT » représente 1’espace périplasmique, « IN » le

domaine cytoplasmique (Wilson et al., 2013).
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YjeP, dont le géne se situe dans un opéron avec le géne psd codant pour la phosphatidylsérine
décarboxylase permettant la genese de la phosphatidyléthanolamine, est régulé avec psd par
RpoE et le TCS CpxA-CpxR, qui sont des régulateurs de réponse aux stress
extracytoplasmiques chez E. coli (De Wulf et al., 2002; Rezuchova et al., 2003). Ces données
de régulation suggerent, comme évoqué précédemment, que ces canaux ont des fonctions
physiologiques différentes, et que la bactérie adapte I’expression de leurs genes en fonction du

stress subi.

171 Canaux mécanosensibles chez P. aeruginosa

Au contraire d’E. coli, les canaux mécanosensibles de P. aeruginosa n’ont pratiquement jamais
été¢ décrits en tant que tel. Il existe 9 canaux mécanosensibles prédits sur le génome de P.

aeruginosa PAO1, 1 MscL et 8 appartenant a la famille des MscS (www.pseudomonas.com ;

Tableau 4 ; Pivetti et al., 2003). L’¢tude de Pivetti et collaborateurs a permis de mettre en
lumiere les homologies de séquences entre les MscS de différentes espéces. Ces auteurs ont
ainsi pu générer un arbre phylogénétique de I’ensemble de ces MscS dont les séquences étaient
disponibles a I’époque (Figure 27). Ils en ont déduit que les MscS présents chez les espéces ne
provenaient pas de transferts génétiques horizontaux récents, mais plutét d’une longue
évolution espéce-dépendante de ces canaux. Des groupes phylogénétiques de ces canaux ont pu
étre mis en lumicere, et expliquent certaines homologies fonctionnelles retrouvées entre canaux
chez différentes especes (Pivetti et al., 2003). Grace a cette analyse phylogénétique, couplée a
une analyse génique et une analyse des structures secondaires des genes codant ces canaux de
P. aeruginosa, il est possible d’en associer 6 a leurs homologues chez E. coli : PA1408 pourrait
étre I’homologue de yjeP, PA3468 celui de ybdG, PA4394 celui de mscS, PA5022 celui de
mscK, PA5121 celui de ybiO et PA4614 est lui d’ores-et-déja décrit comme étant ’homologue
de mscL. 1l est a préciser tout de méme que PA1408 et yjeP ont une différence notable dans la
longueur de leurs génes. Cependant, leur origine phylogénétique semble commune, et ils
possedent tous deux 11 domaines transmembranaires, suivis d’un domaine cytoplasmique, plus
court chez PA1408, suggérant une homologie putative entre ces deux canaux (Tableau 4,
Figure 27). Concernant les trois autres canaux mécanosensibles prédits, ils ne semblent pas
avoir d’homologues chez E. coli. PA1775 (cmpX) est trés conservé chez le genre Pseudomonas

(www.pseudomonas.com), mais ¢loigné  phylogénétiquement d’autres  canaux

mécanosensibles, les plus proches étant des canaux de Vibrio cholerae, Neisseria meningitidis
et d’une archée, Aeropyrum pernix. PA4925 semble avoir évolué a partir de canaux présents

chez Burkholderia mallei et pseudomallei (Pivetti et al., 2003). 11 est intéressant de noter que
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Tableau 4. Canaux mécanosensibles chez P. aeruginosa, et leurs homologues chez E. coli.

Nombre PA (Nom Longueur du Homologue chez E. coli Nom donné par
du géne) géne (pb) (longueur du géne en pb)  Pivetti et al., 2003
PA1408 2424 YjeP (3324) Pae4
PA1775 (cmpX) 825 Pae7
PA3468 1329 YbdG (1248) Pae6
PA4394 837 MscS (861) Pae2
PA4614 (mscL) 414 MscL (411) Pae
PA4925 852 Pae3
PAS022 3357 MscK (3363) Pael
PAS121 2208 YbiO (2226) Pae5
PAS251 579 Pae8




Introduction - II. Enveloppe de Pseudomonas aeruginosa ||| GG

ces deux espeéces sont des pathogenes responsables d’infections respiratoires graves chez
I’Homme, et qu’un autre groupe d’especes, le complexe Burkholderia cepacia regroupant 22
especes apparentées, est un ensemble de pathogenes opportunistes fréquemment retrouvés chez
les patients atteints de mucoviscidose, a I’instar de P. aeruginosa (Scoffone et al., 2017). Des
homologues de PA4925 sont d’ailleurs retrouvés sur les especes appartenant au genre
Burkholderia. Un transfert latéral de ce géne pourrait donc étre a I’origine de la présence du
PA4925 sur le génome de P. aeruginosa et qui aurait évolué avec la bactérie. PA5251 semble
étre atypique et propre aux Pseudomonas, ne présentant pas de similarités proches avec des
canaux d’autres especes (Pivetti et al., 2003). 11 est situé¢ dans un opéron avec un géne codant
un composant d’un transporteur ABC, suggérant un lien fonctionnel avec ce type de
transporteurs, ce cas n’ayant jamais ¢été décrit chez d’autres  espeéces

(www.pseudomonas.com).

Comme évoqué précédemment, les canaux mécanosensibles de P. aeruginosa ont rarement été
I’objet central d’études. Cependant, ils apparaissent dans différentes études transcriptomiques
et protéomiques, suggérant une implication de ces canaux dans la physiologie de la cellule bien
plus importante et vaste que celle décrite jusqu’a maintenant chez E. coli. Plusieurs études
concernent CmpX, qui seront abordées dans le paragraphe qui concernera ce canal
mécanosensible particulier. Comme pour E. coli, RpoS régule ’expression de geénes codant
certains canaux, mscL, PA5022 et PA4925 chez P. aeruginosa (Schuster et al., 2004). De
méme, PA4925 peut étre régulé par PsrA, un régulateur transcriptionnel important impliqué
dans une multitude de fonctions telles que la régulation de I’expression de rpoS, des PQS ou
encore du systeme de sécrétion de type Il (Kang et al., 2008), et du systéme Las (Schuster et
al., 2003).

Lors de conditions stressantes, I’expression des génes des canaux peut étre modifiée. Ainsi, il
a été décrit qu’AlgU, ’homologue de RpoE chez P. aeruginosa (voir sa description dans la
partie facteur o ECF), régule les geénes mscL et PA4394 (Wood et Ohman, 2012, 2009). Lors
d’un traitement par des conditions sub-inhibitrices de ciprofloxacine, un antibiotique de la
famille des quinolones ciblant la gyrase bactérienne, il a été montré que PA4925, PA5251 et
PAS5020 étaient induits (Brazas et Hancock, 2005). Le géne PA4614 a été¢ montré comme étant
induit par la présence d’indole (Lee et al., 2009), et I’expression du gene PA5121 est diminuée
lors d’un traitement par des nanoparticules d’argent (Singh et al., 2019). L’abondance de la
protéine PA1408 est diminuée lors d’un traitement par un composé isothiocyanate, 1’ibérine

(Tan et al., 2014). MscL a également ét¢ montré comme étant impliqué dans I’homéostasie du
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Figure 27. Phylogénie basée sur les séquences nucléiques des génes codant des canaux

MscS.

Sur la base de leur séquence nucléique, les canaux MscS séquencés (en 2003) peuvent étre regroupés en 20 clusters.

Les canaux de type MscS de P. aeruginosa sont encadrés en rouge, et ceux d’E. coli en vert (adapté de Pivetti et
al., 2003).
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calcium. Ce dernier a été montré comme €tant impliqué dans la régulation de transporteurs
RND, contribuant a la résistance a la tobramycine. Il existe donc un lien entre ces canaux
mécanosensibles et la résistance a la tobramycine (Guragain et al., 2013; Khanam et al.,

2017).

Plusieurs canaux sont également impliqués dans la virulence, puisque sur modele laitue,
I’expression de mscL diminue, alors que celle de PA4925 augmente. Sur mod¢le de peau briilée
chez la souris, I’expression de PA4925 diminue (Bielecki et al., 2011). Une étude a révélé
qu’un mutant de PA4394 ou de PA5251 conduit a une forte diminution de la formation de
biofilm. Un mutant de PA4394 conduit également a une forte diminution de la virulence en
modele drosophile et poumon de souris, tandis qu’un mutant de PA5251 conduit seulement a
une légere diminution de la virulence en modele poumon de souris (Heacock-Kang et al.,

2017).

Enfin, une étude a été réalisée sur PA5022. Un mutant de ce géne induit une abolition de la
mobilité de type « swimming », une augmentation de la formation de biofilm, et une diminution
de I’expression et de I’activité de 1’¢lastase B, due a une implication du PA5022 dans la
régulation de I’expression des genes las! et rhll ainsi qu’a des régulateurs du QS tels que vgsR

ou rpoN (Tableau 1), par un moyen qui demeure non ¢lucidé (Li et al., 2015).

Outre leurs fonctions de protection face aux chocs hypo-osmotiques, les canaux
mécanosensibles sont donc impliqués dans une multitude de fonctions physiologiques, telles

que la réponse aux stress, la virulence, la formation de biofilm ou encore la division cellulaire.

d. [ nvironnement génomique de sigX

Le geéne sigX possede un environnement génomique particulier et conservé chez I’ensemble des
membres du genre Pseudomonas. En amont de ce geéne, se trouve un opéron de 3 genes, cmalX,

cfrX et cmpX, et en aval, oprF (Figure 20).

i  CmaX
Cette protéine est trés peu décrite dans la littérature. Elle posséde un domaine conservé
appartenant a la famille des transporteurs CorA/ZntB, qui sont des transporteurs de Mg?* et de
zinc, respectivement (Niegowski et Eshaghi, 2007). Une ¢tude a montré que son geéne était
enticrement conservé chez le genre Pseudomonas, mais qu’aucun orthologue n’était retrouveé
en dehors de ce genre (Ddtsch et al., 2010). De plus, I’expression de ce géne est induite lors de

la réponse a une exposition a la D-cyclosérine médiée par AlgU (Wood et Ohman, 2009). Ce
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gene a été initialement décrit comme étant le premier gene de I’opéron cmaX-cfrX-cmpX putatif.
Or, les données disponibles d’expression des génes montrent une différence de réponse entre
cmaX et cfrX-cmpX dans les conditions activant ces genes. Notamment, le transcriptome réalisé
par Gicquel et collaborateurs a montré une diminution de 1’expression de cfrX-cmpX chez un
mutant AsigX, tandis que I’expression de cmaX n’était pas affectée (Gicquel et al., 2013). Il est
donc suspecté que cmaX forme une unité monocistronique, et que cfrX-cmpX forment un
opéron.
il CfrX
CfrX est une protéine conservée chez le genre Pseudomonas. L’étude de Staron et
collaborateurs suggere que CfrX serait un facteur anti-c (Staron et al., 2009). Les geénes des
facteurs ¢ ECF et anti-c étant souvent proches dans I’organisation génomique, il est tentant de
spéculer que CfrX pourrait étre le facteur anti-o de SigX. De plus, comme précisé¢ dans le
paragraphe précédent, SigX est capable de moduler 1’expression de cfr-X, révélatrice de liens
fonctionnels proches (Gicquel et al., 2013). Il a également été¢ montré que 1’expression de cfrX
est induite en conditions sub-inhibitrices de ciprofloxacine (Brazas et Hancock, 2005).
iil. CmpX

Comme indiqué dans la partie consacrée aux canaux mécanosensibles, CmpX ferait parti de
cette famille des canaux MscS. Il semble trés particulier, car il ne posséde pas d’homologie en
dehors du genre Pseudomonas, comme CfrX. Ce canal mécanosensible a fait 1’objet de
quelques études, suggérant son implication dans la virulence, la formation de biofilm et la
mobilité. Ainsi, il a ét€ montré que 1I’expression de cmpX augmentait sur mod¢les laitue et peau
briilée de souris (Bielecki et al., 2011). Un mutant par transposition de cmpX active fortement
I’expression de PA1611 (Kong et al., 2013), dont le produit est impliqué dans la transition entre
les modes de vie planctonique et sessile via I’interaction entre PA1611 et RetS (Figure 7). Ces
mémes auteurs ont ensuite ¢tudié un mutant de délétion AcmpX et mis en évidence une
implication du canal mécanosensible et la virulence, la formation de biofilm et la mobilité. Ce
mutant présente une augmentation du taux de c-di-GMP ainsi que de I’expression de WspR, et
une diminution de la transcription d’oprF et sigX (Bhagirath et al., 2018). Ces auteurs ont
¢galement noté une diminution de la résistance a la tobramycine, également observée dans une
précédente étude, suggérant une implication de cette protéine dans la résistance a la

tobramycine chez P. aeruginosa (Bhagirath et al., 2018; Gallagher et al., 2011).
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Enfin, SigX régule I’expression de cmpX (Blanka et al., 2014; Bouffartigues et al., 2012;
Gicquel et al., 2013). Un mutant AoprF conduit également a une augmentation de 1’expression

de cmpX, probablement via I’activité de SigX (Bouffartigues et al., 2015).

Un résumé des données présentées, permet de s’apercevoir qu’il existe une interconnexion fine
entre les membres de cet environnement génomique, notamment entre SigX, CfrX, CmpX et

OprF, mais pas forcément de CmaX.

iv. OprF
Il a ét¢ démontré qu’il existait trois promoteurs en amont de son gene (Figure 20): un

promoteur c’’-dépendant (Duchéne et al., 1988), un promoteur SigX-dépendant
(Bouffartigues et al., 2012; Brinkman et al., 1999) et un promoteur AlgU-dépendant, situ¢ au
milieu du geéne sigX (Firoved et al., 2002), preuve de I’importance de cette protéine dans la

réponse au stress d’enveloppe.

I1 a été également montré qu”AmpR, un régulateur transcriptionnel global notamment impliqué

dans la réponse au stress, pouvait réguler oprF (Balasubramanian et al., 2014).
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Objectifs de these

Dans un contexte mondial d’accroissement de [’antibiorésistance, de nouvelles thérapies
alternatives aux antibiotiques, doivent étre recherchées. De plus, I’implication majeure de P.
aeruginosa dans ’augmentation de la morbidit¢ dans le cadre de patients atteints de
mucoviscidose nécessite de trouver des moyens d’éliminer cette bactérie des poumons de ces
patients. L’enveloppe, étant au contact de 1’environnement, parait étre une piste de recherche
intéressante quant au développement d’antimicrobiens alternatifs. Pour cela, il est nécessaire
de comprendre en détail la fagon dont la bactérie répond a des agressions caractérisées contre

son enveloppe.

Si AlgU est étudi¢ depuis longtemps, de par son implication dans la conversion mucoide des
souches infectant les patients atteints de mucoviscidose, SigX apparait ces dernieres années
comme €tant un nouveau facteur c ECF de réponse au stress d’enveloppe. S’il avait ét€ montré
il y a 20 ans comme étant impliqué dans I’expression d’oprF (Brinkman et al., 1999), ce n’est
que depuis ces derniéres années qu’il est réellement étudié en détail (Blanka et al., 2014;
Boechat et al., 2013; Bouffartigues et al., 2015, 2014, 2012; Duchesne et al., 2013; Gicquel
et al., 2013).

Si les conditions d’activation de SigX, ainsi que les grandes fonctions physiologiques régulées
par ce facteur o ECF commencent a étre relativement bien connues, les régulateurs de
I’expression ou de I’activité de cet ECF restent en revanche a déterminer. Il est connu que SigX
puisse s’autoréguler, mais il semble que cette régulation ne soit pas directe (Chevalier et al.,
2018), ce qui appuie la nécessité de trouver des régulateurs directs de cet ECF. Une étude
préliminaire menée au LMSM par délétions successives de la région promotrice de sigX
couplées a des fusions transcriptionnelles, a permis de mettre en évidence 1’existence de deux
autres régions promotrices possédant des activités plus importantes que celle du promoteur
proximal précédemment décrit (données non publiées du LMSM). Ainsi, une grande région

promotrice de 686 pb en amont de sigX a ¢ét¢ mise en évidence.

De plus, il apparait que les geénes localisés a proximité de sigX, puissent étre impliqués dans la
régulation de ce dernier. En effet, cfrX et cmpX sont régulés par SigX (Gicquel et al., 2013), et
au vu des domaines conservés présents sur ces deux genes (facteur antic putatif pour CfrX et
canal mécanosensible putatif pour CmpX), il semblerait que ces trois protéines possedent des

liens fonctionnels forts et pourraient former un nouveau systéme, original, de transduction du
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signal chez P. aeruginosa. 1l semble alors essentiel de préciser les fonctions des membres de ce

systéme putatif.

Cette these prend part a la thématique « Systémes senseurs et transducteurs » du LMSM,
laboratoire spécialisé dans 1’étude des interactions entre les bactéries et leur environnement.
Elle fait suite aux travaux initiés par Gwendoline Gicquel (2010-2013), qui ont portés sur
I’¢tude du régulon de SigX et I’analyse des liens unissant OprF et SigX, et poursuivis par Rachel
Duchesne (2013-2016), qui ont, eux, portés sur le role de SigX dans 1’homéostasie de la
membrane externe et le métabolisme général, ainsi que I’implication de SigX et OprF dans la

formation de biofilm.

Dans ce contexte, les objectifs de ma these étaient de 1) trouver de nouveaux régulateurs et de
nouvelles conditions régulatrices de SigX et ii) préciser les fonctions cellulaires de CfrX et

CmpX, ainsi que les interactions fonctionnelles de ces derniers avec SigX.
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Résultats

I. Recherche de nouveaux régulateurs et conditions

régulatrices de ’expression et/ou de Pactivité de
SigX
1. Caractérisation d’un mutant surproduisant le Pf4

Pour ce travail, j’ai réalisé I’ensemble des manipulations, excepté les images de microscopie
¢électronique a balayage, réalisées en collaboration avec le Dr. Verdon (EBI, UMR7267,
Université de Poitiers), le dosage des HSL réalisé en collaboration avec le Pr. Dufour (LBCM
EA3884, Université de Bretagne Sud), et le séquengage du génome réalis€ au LMSM par le Dr
A. Boukerb.

a. Résultats

I Constitution d’une banque de mutants par transposition

Comme mentionnée précédemment, une étude préliminaire réalisée au sein du LMSM a permis
de mettre en évidence I’existence d’une grande région promotrice de 686 pb en amont de sigX.
Afin de rechercher sans a priori des régulateurs transcriptionnels de sigX, une stratégie de
mutagénese aléatoire par transposition sur une souche rapportant I’activité de la région
promotrice de sigX a été réalisée. Pour cela, une fusion transcriptionnelle a été réalisée par
clonage de cette région promotrice en amont de la cassette /uxCDABE du vecteur Mini-CTX-
Lux (Hoang et al., 2000), donnant le Mini-CTX-psigX::/ux. Ce vecteur suicide a été transféré
chez P. aeruginosa H103 par conjugaison avec E. coli S17.1 (Simon et al., 1983) et le plasmide
s’est intégré dans le chromosome au niveau du site a#tB, générant la souche P. aeruginosa
dH103. Cette souche rapportant I’activité promotrice de sigX a ensuite €té utilisée pour réaliser
la banque de mutants par transposition. A cette fin, le vecteur pBT20 (Kulasekara et al., 2005),
portant le transposon Mini-Himarl (famille des mariner) ainsi que la transposase hyperactive
C9 (Lampe et al., 1999) a été utilisé. Ce vecteur suicide chez P. aeruginosa a été introduit par
conjugaison avec E. coli S17.1, selon le protocole adapté de Kulasekara (Kulasekara, 2014).

9400 mutants ont été isolés et conservés a -80°C.
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Sy Ry —
| Figure 28. Isolement et caractérisation d’un mutant.

i
I A. Croissance et bioluminescence de la souche dH103 et bioluminescence de la souche I-F1 réalisées sur un
: lecteur de plaque multimodal. B. Morphologie des colonies de dH103 et dH103Pf4". C. Identification de la
2 localisation du transposon par PCR semi-aléatoire. D. Plages de lyse sur P. aeruginosa H103 traité par les
i surnageants de dH103 et dH103Pf4*. E. Expression relative de PA0717 sur les souches dH103 et dH103Pf4*
: mesurée par RT-qPCR. F. Cinétique de croissance en erlenmeyer de dH103 et dH103Pf4™. Les expériences de
|
|

| croissance, de titration et de RT-qPCR ont été réalisées au moins quatre fois indépendamment. Un f-test

bilatéral non-apparié a été utilisé comme test statistique. ** p <0,01.

La localisation de I’insertion du transposon chez les mutants d’intérét sélectionnés pour leur
profil de bioluminescence altéré en comparaison a celui de la souche dH103, a été effectuée par
PCR semi-aléatoire (Chun et al., 1997), adaptée du protocole de Kulasekara (Kulasekara,
2014). Le fragment obtenu a ensuite été séquencé puis analysé par BLAST pour identifier le

gene affecté par le transposon tel que décrit dans la partie « Matériel et Méthodes ».

il. Identification d’un mutant d’intérét

Le profil de bioluminescence, témoin de ’activité normale de la région promotrice de sigX lors
de la croissance, de dH103 est représenté sur la Figure 28A. Le profil est en forme de cloche,
avec une forte augmentation de bioluminescence jusqu’a atteindre un pic apres Sh de culture,
correspondant a la fin de la phase exponentielle de croissance, puis une forte diminution de
bioluminescence jusqu’a 8h de culture (phase stationnaire), se finissant par une diminution plus

lente.

Lors du criblage par croissance sur microplaque, un des mutants nommé I-F1, montrait un profil
de bioluminescence altéré par rapport au témoin dH103, ainsi qu’une diminution d’environ 50
% de la bioluminescence mesurée (Figure 28A). Ce phénotype s’accompagnait sur LBG, d’une
morphologie altérée des colonies, laissant penser a une lyse partielle des bactéries composant

la colonie (Figure 28B).

La localisation du transposon par PCR semi-aléatoire a permis d’identifier ’insertion du
transposon au sein d’une région intergénique, entre pf4r et xisF4, deux génes appartenant au
prophage Pf4 (Figure 28C). Au vu de I’environnement génomique particulier dans lequel le
transposon s’est inséré, nous nous sommes demandés si le phénotype particulier de lyse partielle

pouvait étre le résultat d’une activation du prophage Pf4.
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Figure 29. La souche dH103Pf4" subit un stress d’enveloppe médié par AlgU.

Expressions relatives de sigX, cfrX, cmpX et fabY (A.), d’algU, algD et cmaX (B.), et de sbrl, muid et PA4495
(C.), sur les souches dH103 et dH103Pf4" mesurées par RT-qPCR. D. Mesure de la fluidit¢ membranaire par
anisotropie de fluorescence (sonde DPH) sur les souches dH103 et dH103Pf4". Chaque expérience a été réalisée

au moins quatre fois indépendamment. Un r-test bilatéral non-apparié a été utilisé comme test statistique. NS p >

0,05 * p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001 ; **** p < 0,0001.

148




Résultars |

Dans un premier temps, le surnageant de ce mutant a été récupéré afin d’y déterminer la
présence ou non de phages par la méthode des plages de lyse en double couche. Comme montré
en Figure 28D, le surnageant de dH103 ne provoquait pas de plages de lyse sur la souche cible
P. aeruginosa H103. En revanche, le surnageant du mutant provoquait 1’apparition de plages
de lyse chez la souche cible. Une titration a permis de mettre en évidence un titre a 4.10'° unités

formant plages (UFP) par mL.

Afin de conclure quant a I’implication de ce phage dans I’apparition des plages de lyse, une
RT-gPCR a été réalisée sur le gene PA0717, appartenant au locus codant le prophage Pf4.
L’expression de ce géne est plus de 1000 fois plus importante chez le mutant que chez la souche
témoin dH103 (Figure 28E), montrant que ce mutant (renommé dH103Pf4") surproduisait un
phage Pf4 superinfectif, car pouvant infecter P. aeruginosa H103 (alors qu’elle porte ce
prophage sur son génome), mais également le mutant dH103Pf4" (étant donné le phénotype de

lyse partielle des colonies).

Cette derniére conclusion nous a incités a vérifier I’impact que pouvait avoir cette production
de phages sur la croissance de la souche dH103Pf4" en culture liquide. Comme montré en
Figure 28F, la croissance de cette souche est altérée par comparaison avec la souche dH103,
avec un temps de génération de 37 mn pour dH103, et de 57 mn pour dH103Pf4". Elle présente

donc un léger retard de croissance.

Le pic de bioluminescence chez dH103 étant vers 5h de culture, les tests présentés ci-apres
seront réalisés a ce temps-1a, pour cette souche. En revanche, dH103Pf4" présentant un retard
de croissance, nous avons fait le choix de rester dans les mémes conditions de croissance
(relatifs a I’ Asgo et a la phase de croissance) que pour dH103. Ainsi, les tests ont été réalisés a

7h de culture pour cette souche.

1il. Le mutant dH103Pf4" présente un stress d’enveloppe

Afin de corréler la diminution de la bioluminescence a une diminution de 1’expression de sigX,
des expériences de RT-qPCR ont été réalisées sur dH103 et dH103Pf4". Comme montré en
Figure 29A, une légere diminution de 1’expression de sigX est notée (environ 20%) chez
dH103Pf4", mais non significative. Son activité ne présente pas non plus de modification
notable, I’expression des génes sous sa dépendance n’étant pas modifiée significativement,
exception faite de cmpX. L expression de ce dernier est 1égerement augmentée (fold change =
1,42), a la limite de la non-significativité. SigX a ét¢é montré pour augmenter la fluidité

membranaire (Boechat et al., 2013; Fléchard et al., 2018). La fluidité membranaire de cette
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Figure 30. L’architecture et la morphologie cellulaire de la souche dH103Pf4* sont

altérées.

A. Images (de dessus et de profil) représentatives des biofilms formés par les souches dH103 et dH103Pf4* en
conditions dynamiques, marquées au SYTO9 et observées au microscope confocal a balayage laser. Les images
ont été analysées par COMSTAT2, et les moyennes des biovolumes (B.) et des épaisseurs moyennes et maximales
(C.) ont été calculées pour les souches dH103 et dH103Pf4". D. Expressions relatives de pelB, psiB, cdrA et amrZ,
sur les souches dH103 et dH103Pf4* mesurées par RT-qPCR. Chaque expérience a été réalisée au moins quatre
fois indépendamment. Un #-test bilatéral non-apparié a été utilisé comme test statistique. ¥ p > 0,05 ; * p < 0,05 ;

% p < 0,01.

150



Résultars |

souche a ainsi été évaluée par anisotropie de fluorescence. Une augmentation de 1’anisotropie
est observée chez le mutant dH103Pf4" par rapport a dH103 (Figure 29D), signifiant une

diminution de la fluidité membranaire, et donc une augmentation de la rigidité des membranes.

Les résultats obtenus par comparaison de la production de bioluminescence (Figure 28A) et les
résultats de RT-qPCR (Figure 29A), ne présentent que trés peu de corrélation. Plusieurs
facteurs peuvent expliquer ce résultat. La mesure par RT-qPCR est relativement différente de
celle obtenue par la production de bioluminescence. En 1I’occurrence, par comparaison avec la
RT-gPCR, la production de bioluminescence requiert une traduction protéique ainsi que de
grandes quantités d’énergie et d’oxygene pour émettre la lumiére. Etant donné que le
métabolisme de la souche est en partie détourné au profit de la production des phages, il est
possible que ce phénotype influe sur la production de bioluminescence. Cependant, malgré
I’absence de corrélation entre ces deux techniques, nous avons émis I’hypothése que la lyse
partielle observée et la production des phages filamenteux (qui traversent I’enveloppe lors de

I’infection et lorsqu’ils sont excrétés) pouvaient engendrer un stress d’enveloppe.

L’expression et I’activité des 2 autres facteurs o de réponse aux stress de I’enveloppe AlgU et
Sbrl ont alors été étudiées. L’expression d’AlgU, et de 2 de ses cibles algD et cmalX, est
augmentée d’un facteur 3, 5 et 1,6, respectivement (Figure 29B), suggérant qu’AlgU est actif
chez la souche dH103Pf4". L’expression de sbrl est augmentée d’un facteur 1,6, et celle de ses
cibles ne varient pas significativement (Figure 29C). Ce troisiéme systéme ne semble donc pas

actif chez dH103Pf4".

L’ensemble de ces données suggére que le mutant dH103Pf4" présenterait un stress

d’enveloppe, dont la réponse pourrait étre médiée par AlgU.

iv. L’architecture du biofilm de dH103Pf4" est altérée

Etant donné qu’AlgU est le régulateur principal de la production des alginates, et que
I’expression du premier gene de ce cluster, algD, est augmentée chez dH103Pf4+, nous avons
émis I’hypothése que la formation de biofilm pouvait étre altérée chez ce mutant. Pour cela,
nous avons étudi¢ la formation de biofilm soumis a un flux par microscopie confocale a

balayage laser.

Le biofilm de la souche dH103 présente une structure relativement plate et homogene dans nos
conditions. Peu de structures de type microcolonies sont visibles, et les cellules forment de
petites chainettes (Figure 30A). Le biofilm de la souche dH103Pf4" est altéré, possédant une

structure plus hétérogéne que celui de dH103, ainsi que de petites microcolonies. De plus, la
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Figure 31. L’altération de la morphologie cellulaire s’accompagne de la surexpression de

mreB et de spoT.

A. Images de microscopie électronique a balayage réalisées a partir de cellules planctoniques sur dH103 et
dH103Pf4". B. Cytogramme de cellules planctoniques dH103 et dH103Pf4". Expressions relatives de mreB et fisZ
(C)), et spoT (D.) sur les souches dH103 et dH103Pf4" mesurées par RT-qPCR. E. Prédiction de promoteurs en
amont du géne mreB par inspection visuelle et par BPROM. Chaque expérience a été réalisée au moins quatre fois
indépendamment. Un t-test bilatéral non-apparié a été utilisé comme test statistique. NS p > 0,05 ; * p < 0,05 ; ***

»<0,001.
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morphologie cellulaire semble impactée, avec une augmentation de la longueur des cellules de

dH103Pf4" (>20 um), comparé a dH103 (Figure 30A).

Les analyses COMSTAT?2 réalisées sur ces biofilms indiquent qu’il n’y a pas de changement
significatif entre ces biofilms, que ce soit au niveau du biovolume (Figure 30B), ou des
épaisseurs moyenne et maximale (Figure 30C). Ce dernier parameétre semble étre tout de méme

légérement augmenté dans le biofilm de la souche dH103Pf4" (Figure 30C).

Les variations en termes d’architecture du biofilm peuvent étre liées a des altérations de la
matrice. L’expression des geénes pelB et psIB a donc été étudiée. Alors que I’expression de pelB
est augmentée d’un facteur 3, celle de ps/B est diminuée de moiti¢ environ chez la souche
dH103Pf4" par rapport a dH103 (Figure 30D). La différence d’expression de pelB et psiB
pourrait donc étre impliquée dans le changement d’architecture du biofilm chez la souche
dH103Pf4". CdrA est une protéine matricielle donc 1’expression est sous le contrdle du c-di-
GMP, un messager secondaire important dans la transition entre les modes de vie planctonique
et sessile de la bactérie. L’expression de cdrA n’est pas modifiée dans le mutant, suggérant que
le taux de c-di-GMP est similaire dans les deux souches (Figure 30D). AmrZ est un régulateur
majeur de la production des exopolysaccharides chez P. aeruginosa. AmrZ est un activateur de
pelB et un répresseur de 1’opéron psl. L’expression de ce géne a donc été étudiée, mais n’est

pas altérée dans le mutant dH103Pf4" comparativement a la souche sauvage (Figure 30D).

Le biofilm de la souche dH103Pf4" est donc altéré au niveau de sa structure, bien qu’une
analyse par le logiciel COMSTAT?2 ne permette pas d’identifier de différence significative en
termes de biovolume ou d’épaisseur. Cette différence pourrait étre liée a une altération de la
production des EPS Pel et Psl provenant de la différence d’expression de leurs génes de

biosynthése, plutot qu’a une différence du taux de c-di-GMP entre les deux souches.

V. La morphologie des cellules de dH103Pf4" est altérée principalement en biofilm

La morphologie cellulaire a été observée par microscopie €lectronique a transmission a partir
de cellules planctoniques. Les cellules dH103Pf4" et dH103 ne présentent pas de différences
majeures (Figure 31A). Par cytométrie en flux, les cellules dH103Pf4" apparaissent 1égérement
plus grandes (paramétre FSC-A, Figure 31B), et présentent une plus grande complexité interne

(parameétre SSC-A Figure 31B) que dH103.

Comme indiqué précédemment, en biofilm, les cellules dH103Pf4" apparaissent comme
filamenteuses (Figure 30A). La forme bacillaire est principalement liée a la protéine MreB.

Une surexpression de cette derniére peut engendrer une filamentation cellulaire par inhibition
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Figure 32. L’activité des pili de type IV est fortement diminuée chez la souche dH103Pf4*,

et la voie Vfr/Chp semble activée.

A. Adhésion sur verre des souches dH103 et dH103Pf4", marquées au SYTO9 et observées au microscope confocal
a balayage laser. B. Taux de recouvrement obtenu a partir des images d’adhésion pour dH103 et dH103Pf4*. C.
Pourcentage d’adhésion de dH103 et dH103Pf4" sur support en plastique, coloré au cristal violet. Les données ont
été normalisées selon les résultats de la souche dH103 et transformées en pourcentage. D. Mobilité de type
« twitching » aprés 72h pour les souches dH103 et dH103Pf4". E. Diamétres des mobilités de type « twitching »,
a 24h et a 72h pour les souches dH103 et dH103Pf4*. F. Expressions relatives de pild, pilH, pilY1, cyaA, cyaB, vfi
et exsA, sur les souches dH103 et dH103Pf4" mesurées par RT-qPCR. Chaque expérience a été réalisée au moins
quatre fois indépendamment. Un #-test bilatéral non-apparié a été utilis€ comme test statistique. * p < 0,05 ; ** p

<0,01 ; *#*%* p <0,0001.
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de la division cellulaire. L’expression de mreB est augmentée d’un facteur 6 chez dH103Pf4"
comparé a dH103, tandis que celle de fzsZ, codant la protéine principale de la division cellulaire,
n’est pas modifiée (Figure 31C). De fagon intéressante, 1’expression de spoT est augmentée
d’un facteur 2 chez dH103Pf4" (Figure 31D). SpoT est une enzyme permettant la synthése et
la dégradation du guanosine 5'-triphosphate-3'-diphosphate ((p)ppGpp), une alarmone,
impliquée dans la réponse stringente. Cette dernicre est activée dans certaines conditions de
stress, comme un défaut de biogénese de la membrane externe (Roghanian et al., 2019). Il a
¢galement ét¢ montré un lien entre cette alarmone et la morphologie cellulaire (Traxler et al.,
2008). S’il semble que la filamentation cellulaire soit liée a une surexpression de mreB dans
nos conditions, nous ne pouvons pas exclure que d’autres systémes interviennent dans ce

phénotype.

Enfin, par « inspection visuelle » de la région en amont du géne mreB, un promoteur possédant
une séquence proche de la séquence consensus de liaison du facteur ¢ ECF AlgU a été identifié
(Figure 31E). Il est donc possible qu’AlgU puisse réguler MreB dans certaines conditions.
Cependant, aucune preuve expérimentale de liaison d’AlgU sur le promoteur de mreB n’a été
réalisée, et il n’y a pas de lien direct entre ces acteurs dans la littérature. Cette observation reste
donc a préciser. Enfin, un deuxieme promoteur a été identifié in silico par BPROM, appartenant

a la famille des facteurs 6’° (Figure 31E).

Il semble donc que la filamentation cellulaire ne soit observée que lors de la formation de
biofilm en conditions dynamiques. En conditions planctoniques, les résultats du cytomeétre de
flux semble indiquer une légere augmentation de la taille cellulaire et surtout de la complexité
interne des cellules. L’ensemble de ces résultats suggere un allongement des cellules en biofilm,
sous I’action d’un flux. Une surexpression de mreB pourrait étre la cause de ce changement de

morphologie cellulaire.

Vi. La souche dH103Pf4+ présente un défaut d’activité des pili de type IV

Il a été décrit que le phage Pf4 utilisait le pilus de type IV comme récepteur pour débuter son
cycle d’infection. Au vu de la différence d’architecture observée en biofilm, nous avons émis
I’hypotheése que ’activité de ce pilus de type IV pouvait étre altérée au sein de la souche

dH103Pf4",

Des expériences d’adhésion ont été réalisées sur lames en verre pendant 2h, puis les cellules
ont ét¢ marquées et observées au microscope confocal. Une diminution de 1’adhésion est

observée pour la souche dH103Pf4" comparée a dH103 (Figure 32A). Cette observation est
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Figure 33. L’expression des génes du QS et la production des HSL sont altérées chez la

souche dH103Pf4*.

A. Expressions relatives de lasl, lasR, rhil, rhiR, pgsA, pgsE et pgsR sur les souches dH103 et dH103Pf4" mesurées
par RT-qPCR. B. Dosage de la 3-0x0-Ci>-HSL et de la C4-HSL dans les surnageants de dH103 et dH103Pf4".
Chaque expérience a été réalisée au moins quatre fois indépendamment. Un #-test bilatéral non-apparié a été utilisé

comme test statistique. ¥ p > 0,05 ; * p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p <0,001.
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correlée par 1’analyse réalisée sur Imagel] des images obtenues en microscopie, avec un
recouvrement cellulaire d’environ 2,6 % pour la souche dH103Pf4", et de 8,2 % pour la souche
dH103 (Figure 32B). Cette expérience d’adhésion a également été évaluée par la technique du
cristal violet, sur support plastique, et les résultats montrent également une altération de
I’adhésion pour la souche dH103Pf4", avec une diminution d’environ 50 % par rapport a la
souche dH103 (Figure 32C). Ces résultats indiquent un défaut d’adhésion de la souche
dH103Pf4".

Le pilus de type IV est un déterminant trés important pour I’adhésion irréversible des cellules
sur une surface, ainsi que pour la mobilité de type « twitching ». Afin de vérifier si le défaut
d’adhésion était li¢ a une activité diminuée des pili de type IV, la mobilité de type « twitching »
a été évaluée par coloration au cristal violet pour les deux souches, a 24h et a 72h, sur support
en plastique. Cette mobilité est totalement abolie chez la souche dH103Pf4", comparée a dH103
(Figure 32D). Le diamétre des mobilités de type « twitching » a été mesuré a 24h et a 72h, et
confirme I’absence de mobilité de la souche dH103Pf4" (Figure 32E).

Afin d’investiguer les causes de cette absence de mobilité de type twitching, I’expression de
genes impliqués dans la biosynthése du pilus de type IV et dans la voie Chp/Vfr a été étudiée
par RT-qPCR. L’expression des geénes pild, pilH et pilY] est augmentée chez la souche
dH103Pf4" (Figure 32F), suggérant que I’absence de mobilité n’est pas liée a un défaut de
production. L’expression de cyad, cyaB, vfi et exsA est augmentée chez dH103Pf4" (Figure
32F), suggérant que la voie Chp/Vfr est activée.

L’ensemble de ces résultats suggere une absence d’activité mais pas de production des pili de
type IV, empéchant la mobilité de type twitching et impactant I’adhésion des bactéries sur les

surfaces.

Vil. La souche dH103Pf4+ présente une dérégulation du OS

Vfr étant, entre autres, un régulateur du QS via ’activation de 1I’expression de 74lR et lasR, nous
avons émis 1’hypothése que les génes des trois systeémes du QS pouvaient étre activés au niveau
transcriptionnel. Alors que I’expression de /as/ est similaire entre les deux souches, celle de
lasR est réduite d’environ trois fois chez la souche dH103Pf4" (Figure 33A). Concernant le
systeme Rhl, I’expression de géne rhll est augmentée d’environ deux fois, et celle de rAlR
diminuée d’un facteur 2 chez la souche dH103Pf4" (Figure 33A). Enfin les génes pgsA, pgsE
et pgsR appartenant au systeme PQS ne semblent pas présenter de différences d’expression

entre les deux souches (Figure 33A).
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B |
- Figure 34. La souche dH103Pf4* est moins virulente. i

i A. Courbe de survie Kaplan-Meier de C. elegans infecté par les souches dH103 ou dH103Pf4". B. Test de !
. cytotoxicité par mesure de la LDH sur une lignée cellulaires immortalisée A549 infectée par dH103 et |

: dH103Pf4". C. Expression relative de lecA, lasB, rhiA, phzA1, phzA2, rsmY et rsmZ sur les souches dH103 et -

: des rhamnolipides et de I’activité élastase, chez dH103 et dH103Pf4", exprimé en pourcentage. E. Mobilité de -
. type « swarming » apres 24h pour les souches dH103 et dH103Pf4". Chaque expérience a été réalisée au moins
: quatre fois indépendamment. Un log rank-test a été utilisé comme test statistique pour 1’expérience de -

|
|
|
|
|
|
|
: dH103Pf4" mesurées par RT-qPCR. D. Dosage des facteurs de virulence de la pyocyanine, de la pyoverdine, |
|
|
|
|
I !
i virulence de C. elegans. Pour le reste, un ¢-test bilatéral non-apparié a été utilisé comme test statistique. * p < |
|

:1 0,05 ; ** p < 0,01 ; ¥*¥%* p < 0,0001. -

Ces résultats nous ont poussés a ¢tudier les causes et conséquences de ces résultats.
L’expression des génes codant les facteurs de virulence sous la dépendance directe du QS a été
¢tudiée. Ainsi, ’expression de /asB (codant 1’¢lastase B) et 7hl4 (codant I’enzyme impliquée
dans la premiére étape de biosyntheése des rhamnolipides) est diminuée chez la souche
dH103Pf4", d’un facteur 5 et 2, respectivement (Figure 33B), comme attendu au vu de la
diminution de I’expression des régulateurs /asR et rhlR (Figure 33A). De facon surprenante,
I’expression des genes phzAIl et phzA2, codant les premiers génes des deux opérons de
biosynthése des phénazines, précurseurs de la pyocyanine, diminue également d’un facteur 1,5
et 2,5, respectivement (Figure 33B). En effet, il est connu que PQS régule directement
I’expression de ces deux opérons, et I’expression des génes de biosyntheése de PQS ne varie pas
entre nos deux souches. Cela suggere une régulation des opérons phzAIl et phzA2 par un

régulateur tiers, indépendant ou non du QS.

Un dosage des HSL dans les surnageants des deux souches a été réalis¢ par HPLC couplée a un
spectrometre de masse. Alors que la concentration en 3-0x0-Ci2-HSL semble étre augmentée
d’un facteur 1,2 chez dH103Pf4", la concentration en Cs-HSL est réduite d’un facteur 1,5 chez
dH103Pf4" comparativement a dH103 (Figure 33C). Ces résultats suggérent une altération des
trois systemes du QS au niveau de ’expression, de la production, voire de 1’export des

molécules de communication.

Viil. La souche dH103Pf4" présente une forte diminution de la virulence

Etant donné la diminution de 1’expression de génes codant des facteurs de virulence, un test de
virulence in vivo chez le nématode C. elegans a été réalisé. Une tres forte diminution de la
virulence de la souche dH103Pf4" a été observée par rapport a dH103 par test de slow-killing
(Figure 34A). De plus, la mesure de la lactate déshydrogénase dans le surnageant de cellules

épithéliales alvéolaires immortalisées A549 infectées par dH103 ou dH103Pf4", a montré une
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Figure 35. Séquencage de la souche dH103Pf4*,

A. Position du transposon apres séquengage du génome entier. B. Position des mutations (en rouge ; mutations

silencieuses en bleu) au sein de la région du prophage Pf4 révélée par le séquencage du génome entier.
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réduction de la cytotoxicité d’environ 40% de la souche dH103Pf4" (Figure 34B). En lien avec
cette réduction de la virulence, nous avons ainsi montré une forte diminution de 1’expression
de /ecA codant la lectine PA-IL (Figure 34C), de la production de pyocyanine (Figure 34D),
de pyoverdine (Figure 34E), des rhamnolipides (Figure 34F), et de I’activit¢ des élastases
(Figure 34G). L’activité¢ des pili de type IV et la production des rhamnolipides sont des
déterminants importants pour la mobilité de type « swarming ». La Figure 34H montre une
diminution de la mobilité de type swarming d’environ 50%, ainsi qu’une altération de la forme
habituelle des halos formés sur gélose par cette mobilité chez P. aeruginosa. L’ensemble de ces
résultats permet de conclure que la diminution de la virulence observée chez la souche
dH103Pf4" est liée & une diminution de la production de facteurs de virulence telle que la
pyocyanine, les élastases ou encore les rhamnolipides, I’abolition de la mobilité de type
« twitching » et la diminution de la mobilité de type « swarming ». Il est intéressant de noter
que I’expression des génes rsmY et rsmZ, codant les deux petits ARNs séquestrant le régulateur
post-transcriptionnel RsmA, est diminuée chez la souche dH103Pf4" comparée a celle de

dH103 (Figure 34I).

ix. Séquencage de la souche

Afin de s’assurer de ’absence d’un deuxiéme transposon sur le génome de dH103Pf4", le
génome de cette souche a été séquencé par [llumina Mi-Seq. L’étude de la séquence a révélé
que le transposon, initialement identifi¢ dans la région intergénique entre pf4r et xisF4 par la
technique de la PCR semi-aléatoire, ¢tait absent de cette région, et était retrouvé au tout début
du géne PA4722 (Figure 35A). Ce geéne, codant une probable aminotransférase, serait le
premier géne d’un opéron formé avec le géne PA4721 (homologue potentiel du géne sfs4,
codant un facteur de transcription impliqué dans la régulation du métabolisme du maltose chez
E. coli). Ces genes, situés en antisens, sont en amont de dksA, codant un régulateur du QS

(Tableau 1).

De facon intéressante, la région séquencée du prophage Pf4 montre 26 mutations ponctuelles,
ainsi qu’une délétion de trois paires de bases, dans la région située entre coaB (PA0723) et
PAO0725 (Figure 35B). La majorit¢é sont des mutations silencieuses (en bleu). Seulement
quelques substitutions dans le géne PA0724 ameénent & un changement d’acide aminé (en
rouge), et la délétion provoque une délétion d’un acide aminé (en rouge). La caractéristique du
phage Pf4 devenu superinfectif est justement une ou plusieurs mutations accumulées sur la
région du prophage Pf4. Il se peut donc que la surproduction des phages Pf4 superinfectifs

proviennent des mutations ponctuelles présentes sur son génome, outrepassant I’immunité
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conférée par la présence du prophage sur le génome de P. aeruginosa H103.

b. Discussion

Nous avons isolé un mutant producteur de phages Pf4 (dH103Pf4") a partir d’une banque de
mutants aléatoires par transposition réalisée dans le but d’identifier de nouveaux régulateurs
transcriptionnels ou de nouvelles conditions régulatrices de sigX. Le surnageant d’une culture
de ce mutant entraine la formation de plages de lyse sur P. aeruginosa H103, laissant supposer
la production de phages Pf4 superinfectifs. Habituellement, une bactérie portant un prophage
sur son génome est immunisée contre une ré-infection de ce phage. Néanmoins, il arrive que ce
mécanisme soit contourné (superinfection) et que le phage puisse infecter la bactérie hote et s’y
répliquer (Mai-Prochnow et al., 2015). Pour le Pf4, ce mécanisme est généralement li¢ a une
ou plusieurs mutations au sein du géne pf4r ou de sa région promotrice (McElroy et al., 2014).
De fagon surprenante ici, ce sont des mutations dans des génes codant des protéines de structure
du phage qui sont retrouvées (Figure 35B). Le mécanisme sous-jacent de ce phénomene de

superinfection dans nos conditions reste a élucider.

Ce mutant présente €¢galement un stress d’enveloppe, médié par AlgU (Figure 29B). Ce facteur
o est I’homologue de RpoE chez E. coli (Chevalier et al., 2018). Chez cette derniére, la réponse
au stress d’enveloppe implique plusieurs systeémes, dont le systéme Psp. Il est activé en réponse
a une dissipation de la force proton-motrice chez cette bactérie, pouvant étre provoqué par des
températures extrémes, des fortes concentrations en éthanol ou de fortes osmolarités, la
présence de protonophores ou encore une infection par des phages filamenteux (Darwin, 2005).
Néanmoins, il n’existe pas de voie homologue chez P. aeruginosa, laissant supposer
I’implication d’autres mécanismes chez cette bactérie dans le cas d’infection par ces phages
filamenteux. Il a ét¢é montré chez E. coli des liens régulationnels entre RpoE et des genes
appartenant a un prophage cryptique (Rueggeberg et al., 2015). Chez Salmonella enterica
Typhymurium, RpoE est impliqué dans la réponse a une infection au phage P22. Il a ét¢ montré
que le phage P22 inhibe la croissance d’un mutant ArpoE de cette souche, et qu'un mutant
ArseA (codant pour le facteur anti-c de RpoE) confére une protection contre ce phage (Amar
et al., 2018). Il est donc possible que I’augmentation de 1’expression et de I’activité¢ d’AlgU
puisse étre une réponse induite par un stress d’enveloppe provoqué par le phage filamenteux
Pf4. Le mutant dH103Pf4" posséde des membranes plus rigides que dH103 (Figure 29D). SigX
a récemment €té décrit pour moduler la fluidit¢ membranaire chez P. aeruginosa (Fléchard et

al., 2018), par régulation de I’expression de génes dont les produits sont impliqués dans la
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biosynthése des acides gras (Boechat et al., 2013; Fléchard et al., 2018). Dans nos conditions,
SigX présente une légere diminution de son expression, pouvant étre associée a la rigidification
des membranes (Figure 29A). Cependant, au regard de I’expression de cmpX, les résultats
indiquent une tendance a 1’augmentation de I’activité¢ de SigX. Comme I’expression des autres
cibles de SigX n’est pas modifiée, il est possible que CmpX puisse étre sous le controle d’un
autre régulateur. L’autre possibilité est I’existence d’un autre mécanisme. Les phages
filamenteux sont décrits comme adressant leurs protéines en grande quantité dans la membrane
interne, leur servant par la suite a leur excrétion a travers 1’enveloppe (Hay et Lithgow, 2019).
Il a été démontré in vitro que I’insertion de protéines membranaires intégrales pouvait moduler
la rigidité membranaire (Fowler et al., 2016). Il est donc possible que I’insertion massive des
protéines phagiques dans I’enveloppe puisse engendrer une rigidification des membranes, en
plus de la diminution de I’expression de sigX. Des zones d’ombre subsistent concernant ce

résultat, qui restera a préciser.

Le phage filamenteux Pf4 est maintenant bien décrit pour son role dans la physiologie de P.
aeruginosa PAO1, notamment son implication dans la formation et la dispersion du biofilm. Il
¢té montré que I’émergence des phages superinfectifs coincide avec I’émergence de SCV
(Webb et al., 2004). Elles sont issues de bactéries dispersées et récupérées dans 1’effluent d’un
biofilm agé (11 jours). Ces SCV sont composées de bactéries produisant des phages Pf4 (Webb
et al., 2004), qui présentent un phénotype adhésif sur des surfaces inertes, a la différence du
mutant dH103Pf4" (Figure 32ABC). Le biofilm de ces souches montre une augmentation du
nombre et de la taille des microcolonies au bout de 5 jours de formation de biofilm (Webb et
al., 2004), qui n’est pas noté dans nos conditions (Figure 30A). Cependant, nos conditions de
formation de biofilm différent de cette étude, puisqu’ici, le biofilm est étudié¢ apres 24h de
formation. Les conditions d’isolement des souches (SCV et dH103Pf4") sont également
différentes, et peuvent potentiellement expliquer les différences d’adhésion et de formation de
biofilm. De plus, le génotype des phages Pf4 est connu dans nos conditions, contrairement a

I’étude de 2004. 11 est donc difficile d’établir d’autres comparaisons entre ces deux conditions.

Dans nos conditions, les différences observées dans la structure du biofilm peuvent étre
expliquées par des différences d’expression des genes impliqués dans la production de la
matrice du biofilm (Figure 30D ; Chew et al., 2014). Il a ét¢ montré qu’AmrZ était impliqué
dans la régulation de I’expression des exopolysaccharides. Cependant, aucune différence
d’expression n’est observée dans nos conditions, suggérant soit une modulation de son activité,

soit ’implication d’autres régulateurs (Figure 30D). L’expression de cdr4, montré comme
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¢tant corrélé au taux de c-di-GMP (Rybtke et al., 2012), n’est également pas modifi¢ dans nos
conditions (Figure 30D). L’ensemble de ces résultats suggeére que la modification de
’architecture du biofilm de la souche dH103Pf4" serait au moins partiellement liée a une
différence d’expression des genes impliqués dans la production des exopolysaccharides, médiée

par un régulateur non identifié.

La différence de morphologie cellulaire observée en biofilm en conditions dynamiques n’est
pas observée en conditions planctoniques (comparer Figure 30A et Figure 31AB), bien qu’il
soit observée une légére augmentation de la taille cellulaire par cytométrie de flux (Figure
31B). Cependant, I’utilisation de cette derniere technique a révélé une augmentation de la
« complexité intracellulaire » des cellules dH103Pf4". Cette complexité, lorsqu’elle est
augmentée sans différence de taille des cellules, a été corrélée a la présence de granules de
polyhydroxyalkanoates ou de protéines dans les cellules (Gasol et Del Giorgio, 2000). La
grande quantité de protéines produites en réponse a ’infection phagique pourrait expliquer en
partie cette augmentation de complexité interne. La voie de biosynthése des
polyhydroxyalkanoates n’a pas été explorée dans cette étude, mais le sera peut-€tre dans de

futurs travaux.

Une augmentation de I’expression du géne mreB a été notée chez la souche dH103Pf4" (Figure
31C). Cette protéine « actine-like » impliquée dans la forme bacillaire des bactéries, peut
¢galement €tre responsable de filamentation cellulaire si elle est surexprimée (Wachi et
Matsuhashi, 1989). Deux séquences promotrices ont été retrouvées en amont de ce géne, I’une
prédite comme étant sous la dépendance d’un facteur 6°, et I’autre prédite comme étant sous
la dépendance d’AlgU (Figure 31E). Ces observations permettent d’émettre 1’hypothése que
ce gene pourrait étre régulé de fagon basale, mais également que son expression pourrait étre
modulée en fonction des conditions environnementales. Enfin, I’augmentation de 1’expression
de spoT (Figure 31D), dont le produit est impliqué dans réponse stringente via la synthese et la
dégradation de (p)ppGpp, peut également étre responsable en partie de [’altération la

morphologie cellulaire, comme décrit précédemment (Traxler et al., 2008).

La souche dH103Pf4" présente également un défaut d’adhésion (Figure 32ABC). Les pili de
type IV sont nécessaires a 1’adhésion des bactéries aux surfaces, ainsi qu’a la mobilité de type
« twitching » (Klausen et al., 2003). De fait, cette mobilit¢ est affectée chez cette souche
(Figure 32DE). Cette abolition de ’activité des pili peut étre attribuée aux phages Pf4, qui les
utilisent comme récepteurs, inhibant ainsi potentiellement leur activité (Castang et Dove, 2012;

Secor et al., 2015). Les pili de type IV sont €¢galement des systémes mécanotransducteurs,
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permettant a la bactérie de ressentir les surfaces rencontrées et de transduire ce signal par la
régulation d’un certain nombre de génes (Persat et al., 2015). De fait, il est observé chez la
souche dH103Pf4" une augmentation de I’expression des génes impliqués dans la voie Chp/Vfr
(Figure 32F). Ces résultats suggerent ainsi une activation de cette voie, probablement du fait

de la liaison des phages Pf4 aux pili de type IV.

Vfr est un régulateur important de la virulence, capable d’activer la transcription de geénes
codant des facteurs de virulence, ou capable d’induire le QS (Albus et al., 1997). Cependant,
il est observé chez la souche dH103Pf4" une diminution globale de la virulence, lié & une
diminution de la production de facteurs de virulence (Figure 34 A a H), et a une dérégulation
du QS (Figure 33 ABC). De facon intéressante, il a été¢ décrit des liens entre le QS et la
résistance aux infections phagiques (Rémy et al., 2018). Chez E. coli, il a ét¢ montré que 1’ajout
d’HSL synthétiques induisait une résistance au phage A, par la diminution du taux d’absorption
cellulaire provoquée par la diminution du nombre de récepteurs LamB au phage A, a la surface
de la bactérie (Heyland-Kroghsbo et al., 2013). Chez P. aeruginosa, il a ét€ montré que le QS
pouvait intervenir dans la résistance aux phages D3112cts (Glessner et al., 1999). Enfin, une
¢tude transcriptomique et de Chip-Seq a récemment ¢été réalisée sur 20 régulateurs
transcriptionnels chez P. aeruginosa. Cette étude montre que LasR pourrait réguler 8 des 13
genes composant le prophage Pf4 (Huang et al., 2019). Ainsi, il se pourrait que la dérégulation
du QS chez la souche dH103Pf4" puisse étre la conséquence d’une adaptation de la bactérie a
sa production de phages (via un régulateur tiers, par exemple), dans le but de limiter la lyse
induite par ces phages superinfectifs et outrepassant la régulation positive normalement

engendrée par VAr.

La conséquence de la dérégulation du QS est une diminution des facteurs de virulence et de la
virulence globale de la souche dH103Pf4" (Figure 34A a H). Un phage est un parasite
détournant le métabolisme de la bactérie pour se répliquer, et ce mécanisme pourrait étre la
cause de la diminution de la virulence. Néanmoins, de nombreux exemples de phages amenant
des genes de virulence lors de 1’infection d’une bactérie ont été¢ décrits. Par exemple, un des
exemples les plus connus concerne la pathogénicité des souches de Vibrio cholerae pour
I’Homme, qui provient de I’infection de ces derniéres par le phage filamenteux CTX¢g. Ce phage
porte en effet sur son génome les génes codant pour la toxine cholérique (Kim et al., 2017). La
diminution de la virulence chez la souche dH103Pf4" pourrait donc étre en partie la

conséquence de la dérégulation du QS.
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La voie Gac/Rsm semble affectée chez la souche dH103Pf4" (Figure 34I). Il a été montré que
RetS était activé, et inhibait la transcription de rsmY et rsmZ via P’inhibition du TCS
GacS/GacA, en réponse a la présence de débris cellulaires issus de bactéries de la méme espece
(LeRoux et al., 2015). Etant donné que chez la souche dH103Pf4+ présente une lyse partielle
des cellules de sa population et que I’expression de rsmY et rsmZ est trés diminuée, il est
possible que cette voie soit activée. RsmA étant libre, cette protéine pourrait contribuer a la
dérégulation du QS, de la pyocyanine ou encore des exopolysaccharides chez la souche

dH103Pf4".

La pyoverdine est un des sidérophores de P. aeruginosa. La souche dH103Pf4" présente une
diminution de la production de ces sidérophores par rapport a la souche dH103 (Figure 34E).
Il a été décrit que le phage Pf4 pouvait chélater le fer, le rendant indisponible et inhibant ainsi
la croissance de Candida albicans ou Aspergillus fumigatus, conférant a P. aeruginosa un
avantage pour la colonisation de niches écologiques (Nazik et al., 2017; Penner et al., 2016;
Secor et al., 2017). De plus, une diminution de la pyoverdine a aussi été notée dans le cas d’une
infection aigiie de P. aeruginosa par les phages Pf4 (Secor et al., 2017). Collectivement, ces
données suggerent que le phage Pf4 pourrait permettre 1’incorporation du fer dans la bactérie,

conduisant a une diminution de la pyoverdine produite. Cette hypothése reste a vérifier.

Enfin, la localisation du transposon a été initialement identifée par PCR semi-aléatoire.
Cependant, un séquencage du génome entier a révélé que ce transposon se trouvait en réalité au
début du geéne PA4722 (Figure 35A), et que la région du prophage Pf4 possédait 26
substitutions et une délétion de trois nucléotides (Figure 35B). Plusieurs hypothéses peuvent

étre émises pour expliquer cette différence majeure dans ces résultats.

La premiére est que le transposon se trouvait initialement dans cette région, confirmant le
résultat de la PCR semi-aléatoire, et aurait transposé dans un autre endroit du génome, au sein
du gene PA4722. En effet, deux réflexions nous ont orientés sur cette hypothése. Tout d’abord,
les résultats du séquengage du génome ont révélé la présence du plasmide pBT20 portant la
transposase dans la souche dH103Pf4", bien que ce dernier ne soit pas réplicatif chez P.
aeruginosa. Bien que ce résultat ne soit pas encore expliqué, il peut en tout cas étre a 1’origine
de la transposition secondaire putative. Ensuite, la PCR semi-aléatoire a été réalisée sur ’ADN
génomique d’une culture du mutant, directement ensemencée a partir de la banque de
transposon. Le séquencage a, lui, été réalisé sur I’ADN génomique provenant d’une culture du
mutant ensemencée a partir d’un ré-isolement effectué¢ dans le but d’éviter de possibles

contaminations. Si cette hypothese est exacte, il est possible que ce soit lors du ré-isolement
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que la seconde transposition ait eu lieu. Cependant, cela impliquerait que le transposon ne soit
pas stable lors des études phénotypiques. Or, d’une culture a une autre, les résultats sont

reproductibles, preuve d’une certaine « stabilité¢ » du transposon.

La seconde hypothése pourrait étre un probléme li¢ a la PCR semi-aléatoire. L’utilisation
d’amorces dégénérées peut engendrer de faux positifs et ainsi amplifier des régions du génome.
L’utilisation de cette PCR pour la localisation du transposon dans trois autres mutants d’intérét
a ¢galement conduit a I’identification de cette région du prophage, semblant indiquer soit un
hotspot de transposition, soit des faux positifs engendrés par les amorces utilisées dans cette

PCR semi-aléatoire.

Dans les deux cas, le probléme inhérent aux résultats obtenus lors de cex travaux reste le méme.
Les phénotypes obtenus sont-ils associés a la multitude de mutations présentes dans la région
du prophage, menant a la production des phages superinfectifs, ou bien a la mutation du geéne
PA4722 ? De plus, ce dernier est également en opéron avec PA4721, laissant supposer un effet
polaire de la mutation par le transposon sur PA4721. Ce transposon pourrait également
influencer la région en amont de PA4722, et notamment le géne dksA, codant entre autres un
régulateur du QS. Afin de répondre a la question, il est envisagé soit de déléter le transposon
du géne PA4721, soit de reproduire les mutations ponctuelles dans le prophage chez P.
aeruginosa H103, et de vérifier les phénotypes préalablement obtenus afin de corréler le

génotype aux phénotypes.

2. L’infection par les phages Pf4 induit une réponse au stress

d’enveloppe chez P. aeruginosa

A la suite des résultats obtenus avec la souche dH103Pf4", nous avons émis ’hypothése que la
souche dH103Pf4" était une souche qui s’était adaptée a la production de ces phages Pf4,
superinfectifs et responsables d’une lyse partielle, lui permettant de croitre. Nous avons ainsi
voulu évaluer si un traitement de P. aeruginosa H103 par ces phages Pf4 pouvait induire une

réponse différente de celle du mutant, notamment au niveau de la réponse au stress d’enveloppe.

De fait, nous avons montré par RT-qPCR qu’un traitement par des phages Pf4 induit une
réponse au stress d’enveloppe médiée par SigX et AlgU, conduisant a une augmentation de la
fluidité membranaire et, via la régulation d’AmrZ, a une modification de I’architecture du
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