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Résumé

Les entérobactéries peuvent étre retrouvées dans différentes niches trophiques comme le sol
ou le tube digestif d’'un mammifére. Le passage d’un environnement a un autre peut aboutir
a des conditions physico-chimiques défavorables ou une exposition a des antimicrobiens. Cela
peut générer une altération de la membrane qui est directement en contact avec
I'environnement. Afin de détecter les stress membranaires et y répondre, les bactéries
possédent des systémes appelés ESR (Envelope Stress Response).

Dans ce travail de thése, la résistance intrinseque aux antimicrobiens a été étudiée
notamment via I’étude un nouvel ESR, le systeme Zra. Ce systeme est composé d’un senseur,
Zra$S, d’un régulateur transcriptionnel, ZraR, et d’une protéine périplasmique, ZraP. Tous les
éléments de ce systéme sont conservés chez certaines membres des familles des
Enterobacteriaceae, des Yersiniaceae et des Budviciaceae. Chez Escherichia coli et Citrobacter
rodentium, Zra est activé en présence du zinc mais il n’est pas impliqué dans I’homéostasie
métallique. En revanche, Zra est impliqué dans la résistance intrinseque aux antimicrobiens-
Afin de comprendre le lien entre le systeme Zra et la résistance intrinseque aux
antimicrobiens, les génes cible du régulateur ZraR ont été identifiés par ChIP-seq et leur
expression confirmée par qRT-PCR. Suite a ces analyses, certains génes ont été sélectionnés
pour une étude approfondie de leur fonction. Un opéron, codant un transporteur ABC (ATP
Binding Cassette), a été particulierement étudié. Ce transporteur est conservé chez la majorité
des membres de I'ordre des Enterobacteriales. Chez E.coli, il est impliqué dans la résistance a
certains antibiotiques. Par ailleurs, il est important dans la pathogénie de C. rodentium.

Nos travaux ont permis d’identifier de nouveaux acteurs de la résistance intrinseque aux
antibiotiques et pourraient permettre de développer de molécules les ciblant afin de
potentialiser I'effet des antibiotiques connus.

MOTS-CLES : ESR ; Antibiotimicrobien ; Réponse au stress ; Transporteur ABC ; Pathogénie ;
Escherichia coli ; Citrobacter rodentium






Summary

Enterobacteriaceae can be found in several trophic niches such as the soil or the mammalian
digestive tract. The passage from one environment to another may result to disadvantaged
physico-chemical conditions or to antimicrobial exposure. Directly in contact with the
environment, the membrane can be damaged. In order to detect and respond to membrane
stress, bacteria use systems called ESR (Envelope Stress Response).

In this PhD work, the intrinsic resistance to antimicrobials was studied in particular the role of
a new ESR, the Zra system. This system is composed of a sensor, ZraS, a transcriptional
regulator, ZraR, and a periplasmic protein, ZraP. All the elements of this system are conserved
in some members of the Enterobacteriaceae, Yersiniaceae and Budviciaceae families. In
Escherichia coli and Citrobacter rodentium, zra is activated in the presence of zinc but is not
involved in metal homeostasis. In contrast, Zra is involved in intrinsic antimicrobial resistance.
To understand the link between the Zra system and intrinsic antimicrobial resistance, ZraR
target-genes were identified by ChIP-seq and their expression was confirmed by qRT-PCR.
Following these analyses, some genes were selected for an in-depth study of their function.
One transcriptional unit coding an ABC transporter (ATP Binding Cassette) has been
specifically investigated. This transporter is conserved in most members of the order
Enterobacteriales. In E.coli, Yhd was shown to be involved in the resistance to some
antibiotics. In contrast, this system seems to have a completely different function in
C.rodentium and was shown to be important for its pathogenicity.

Our research has identified new actors of intrinsic resistance to antibiotics and could allow the
development of molecules targeting them in order to potentiate the effect of known
antibiotics.

KEYWORDS : ESR; antimicrobial; Stress response; ABC transposter; Pathogenicity;
Escherichia coli ; Citrobacter rodentium
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Ordre : Enterobacteriales

Y —

Famille : Enterobacteriaceae
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v

v
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Famille : Enterobacteriaceae
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Famille : Budviciaceae
Budvicia
Lelinorella
Pragia

Figure 1 : Schématisation de la taxonomie des entérobactéries
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Les entérobactéries font partie du domaine des bactéries, du phylum des protéobactéries, de la classe des
gamma-protéobactéries et de I'ordre des Enterobacteriales. Jusqu’a récemment cet ordre était divisé en une
seule famille, les Enterobacteriaceaeee (A). En 2016, une division de I'ordre des Enterobacteriales en 7
familles a été proposé par (Adeolu et al., s. d.) : Enterobacteriaceaeee, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae,
Budviciaceae, Morganellaceae, Hafniaceae et Erwiniaceae. Puis, en 2021, une huitiéme famille nommée
Burguierivoraceae a été proposé par (M. Li et al. 2021) (B). Cette figure a été adaptée a partir des
publications de (J. Janda et Abbott 2021), (Adeolu et al., s. d.) et (Faner et al. 2017).
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Chapitre | — Les entérobactéries : évolution de leur taxonomie,
différents milieux de vie et les stress environnementaux

1 — La taxonomie des entérobactéries

Au 18¢™e siecle, Carl von Linné posa les bases de la taxonomie (Linné 1788). A partir de
cette période, la taxonomie n’a cessé d’évoluer et a permis d’identifier, nommer, inventorier
et classer les organismes vivants. Ainsi un organisme vivant fait partie d’'un domaine, d’un
régne, d’'un embranchement, d’une classe et d’une famille. Cette classification a tout d’abord
été mise au point sur des critéres physiques ou biochimiques de ressemblance entre certaines
espéces. Mais elle a évolué au 20"™e siécle grace a la découverte de la structure de I’ADN et
du développement du séquencage des acides nucléiques. L'analyse d’alignement et de
comparaison de séquence a permis de construire des arbres phylogénétiques représentant
I’histoire évolutive d’une espéce et ses relations de parenté.

Ala fin du 17¢™e siécle, Antoine van Leeuwenhoek fut le premier a observer des micro-
organismes dont des bactéries (Porter 1976). Les bactéries correspondent a un des 3 grands
domaines du vivant en plus de ceux des eucaryotes et des archées. La taxonomie moderne
des bactéries est née le 1°" janvier 1980 avec la publication de la liste de noms bactériens
approuvés (SKERMAN, McGOWAN, et SNEATH, s.d.). Elle implique l'identification, la
nomenclature et la classification des bactéries. Parmi les différentes bactéries, nous allons
nous intéresser aux entérobactéries. Ce sont des bactéries a Gram négatif qui correspondent
a l'ordre des Enterobacteriales. Jusqu’a récemment, cet ordre comportait une seule famille,
les Enterobacteriaceaeee (Octavia et Lan 2014). Bien que des groupements distincts de genres
bactériens au sein de cette famille étaient déja connus, ces groupements n’étaient jusqu’a
récemment pas admis comme des groupes taxonomiques uniques (Octavia et Lan 2014; Young
et Park 2007). Le faible pouvoir discriminatoire de la phylogénie basée sur le géne de I’ARN
16S ou sur un seul géne ne permettait pas de résoudre les interrelations des membres de
I'ordre des Enterobacteriales.

Pour augmenter le pouvoir discriminatoire, I'analyse de séquences de plusieurs loci
(MLSA, pour Multi-Locus Sequence Analysis) a été développée. Cette technique permet
d’analyser simultanément le polymorphisme d’un grand nombre de génes ou de protéines.
Elles ont permis a Adeolou et al, en 2016, de proposer un nouveau cadre taxonomique. lls ont
réalisé des analyses phylogénétiques sur 179 membres de I'ordre des enterobacteriales basés
sur 1548 protéines essentielles, sur 53 protéines ribosomales et sur 4 protéines spécialement
adaptées a la MLSA. Ces trois arbres phylogénétiques ont permis de proposer une division de
I'ordre des Enterobacteriales en 7 familles: Enterobacteriaceaeee, Pectobacteriaceae,
Yersiniaceae, Budviciaceae, Morganellaceae, Hafniaceae et Erwiniaceae (Figure 1) (Adeolu et
al.,s. d.). En 2021, Li et al propose une huitieme famille portant le nom de Bruguierivoracaceae
incluant les genres Bruguierivorax, Biostraticola et Sodalis (M. Li et al. 2021).
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2 -Les différents habitats des entérobactéries

Les membres de 'ordre des Enterobacteriales ont été détectés dans de nombreuses
niches écologiques et de nombreux environnements. Les entérobactéries sont principalement
retrouvées dans I’'environnement ou hébergées par un hote.

2.1 — Variétés de milieux de vie environnementaux
Au niveau de I'environnement, les entérobactéries sont retrouvées dans des habitats

aquatiques tels que les eaux douces, les sources thermales et les sources marines ou salines
(J. M. Janda et Abbott 2006; Farmer, Farmer, et Holmes 2010). Elles sont également présentes
dans le sol.

Néanmoins, les différents habitats des entérobactéries ne sont pas compartimentés mais au
contraire en interrelation entre eux. Par exemple, Escherichia coli O157:H7 peut étre
retrouvée dans une variété d’environnement comme |'eau, la nourriture, le sol, les bovins et
les humains (Bach et al. 2011).

2.2 —Interaction avec un hote
De nombreuses entérobactéries peuvent interagir avec différents types d’hoétes allant

des plantes aux animaux en passant par les insectes. Ces relations peuvent étre de différentes
natures comme le commensalisme, la symbiose ou le parasitisme.

2.2.1 Relation commensale et de symbiose

Le terme commensalisme est employé lorsque la relation est bénéfique pour la
bactérie et neutre pour I’héte alors que le terme symbiose est employé dans le cas ou le
bénéfice est réciproque pour les deux organismes.

Certaines entérobactéries sont retrouvées dans le tube digestif des animaux comme
Escherichia coli ou de maniere moins marquée Proteus, Klebsiella, Citrobacter, Hafnia,
Providencia et Enterobacter. Bien qu’elle représente 0.1% du microbiote, Escherichia coli est
la bactérie commensale la plus prédominante de la flore intestinale aérobie. Elle est retrouvée
dans le systeme digestif de 60 a 80% des humains (Y.-D. Gao, Zhao, et Huang 2014). Son effet
bénéfique pour I'hGte reste trés nuancé. Certaines publications montrent qu’elle permettrait
de prévenir la colonisation et I'attachement des pathogenes (Sassone-Corsi et Raffatellu 2015;
Momose, Hirayama, et Itoh 2008) alors que d’autres études ont montré que la présence de
protéobactéries était un signe de dysbiose (Litvak et al. 2017; Shin, Whon, et Bae 2015).

De nombreuses entérobactéries ont un réle prépondérant dans le microbiote des
insectes. Par exemple, Burkholderia sp est présente chez l'insecte Riptortus clavatus et lui
permettrait de dégrader les toxines (Engel et Moran 2013). L'un des exemples le plus connu
de symbiose entre une bactérie et un insecte est celui du genre Buchnera avec le puceron.

Cette symbiose est qualifiée d’obligatoire et les deux organismes ne peuvent pas vivre I'un
sans l'autre. Buchnera aphidicola a un génome trés réduit, mais les génes permettant la
coexistence avec son hoéte ont été conservés comme ceux des voies métaboliques d’acides
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aminés essentiels et de vitamines qui sont rares dans le régime de la seve du phloéme
(Poliakov et al. 2011).

2.2.2 Relation de parasitisme
Lorsqu’un organisme tire un bénéfice de I'interaction avec son héte au détriment de

celui-ci, le terme parasitisme est employé. Les membres de I'ordre Enterobacteriales peuvent
avoir des interactions parasitaires avec différents hotes allant de la plante aux mammiferes.

2.2.2.1 Chez les plantes
Parmi les Enterobacteriales, six genres possedent un pouvoir pathogéne sur végétaux.

Il s’agit de Brenneria, Dickeya, Erwinia, Lonsdalea, Pantoea et Pectobacterium (Tableau 1).
Leur pouvoir pathogénes touche différents produits de I'agriculture, les fleurs ornementales
ou les arbres. Il existe 4 types de maladies ou infection : nécrose rapide (), macération
progressive des tissus (aussi appelé la pourriture molle) (ll), occlusion des vaisseaux
vasculaires (lll) et hypertrophie conduisant a la formation d'une galle, d'une tumeur ou d'un
chancre (IV).

Une maladie végétale qui a recu une attention particuliére est la pourriture molle.
Cette maladie affecte les champs ou les stockages de légumes et de plantes ornementales.
Ces infections sont principalement associées aux genres Pectobacterium et Dickeya. Ces deux
genres produisent de nombreuses enzymes extracellulaires, comme les pectinases, qui
dégradent notamment la pectine contenue dans la paroi cellulaire des plantes, ce qui conduit
a la pourriture humide des organes de stockage tels que les tubercules et les bulbes. Les
données du début des années 1980 indiquent qu'a cette époque, les pertes économiques dues
a la pourriture molle se situaient entre 50 et 100 millions de dollars par an (Motyka et al.
2017).

La pourriture molle peut également se traduire par la maladie de la jambe noire chez
la pomme de terre. Dans sa forme la plus grave, les tiges deviennent foncées et se
décomposent. Une étude suggéere que Dickeya seul peut étre responsable d'une réduction de
20 a 25 % du rendement des pommes de terre (Motyka et al. 2017).

D’autre part, le feu bactérien est une maladie nécrogene dévastatrice des arbres
fruitiers a pépins, en particulier les poires et les pommes. L'agent étiologique est Erwinia
amylovora.

Les arbres peuvent étre séverement affectés par les genres Brenneria, et Gibsiella. Les
arbres séverement affectés peuvent mourir en 4 a 5 ans. Pantoea agglomerans et Pantoea
ananatis provoquent une variété de maladies dans les fruits, les [égumes et les céréales.
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Tableau 1 : Les principales entérobactéries associées a des maladies de plantes

Famille Genre Espece Hotes Type
d’infection ®
Brenneria alni, nigrifluens, Aulne (Alnus spp.), chéne (Quercus 1,3
populi, roseae, robur, Quercus petraea), noyer (Juglans
rubrifasciens, regia), peuplier (Populus euramericana),
salicis saule (Salix spp.)
Dickeya chrysanthemi, Banane (Musa spp.), chrysanthéme 1,2,3
dadantii, (Chrysanthemum spp.), mais (Zea mays),
o dianthicola, orchidée (Vanda spp.), pomme de terre
§ paradisciaca, (Solanum tuberosum), riz (Oryza sativa),
'§ solani, violette africaine (Saintpaulia ionantha),
o
§ zeae
s
§ Lonsdalea quercina Chéne cotier (Quercus agrifolia) 2
Pectobacterium atrosepticum, Violette africaine (Saintpaulia ionantha), 2
carotovorum concombre (cucumis sativus), laitue
(lactuca sativa), okra (Abelmoschus
esculentus), pomme de terre (Solanum
tuberosum), betterave sucriere (Beta
vulgans), pasteque (Citrellus lanatus)
Erwinia amylovora, Concombre (cucumis sativus), Papaye 1,3
amylovora mallotivora, (Carica  papaya), Pomme (Malus
v tracheiphila domestica), Péche (Pyrus communis),
Y autres fruits
8
§ Pantoea agglomerans, Cotton (Gossypium hirsutum), 1,2,3,4
5 ananatis, eucalyptus, Mais (Zea mays), oignon
stewartii (Allium cepa), Riz (Oryza sativa)

(A) Types d’infection : 1 : nécrose, 2 : macération, 3 : occlusion des vaisseaux vasculaires, 4 : formation de

galle ou tumeur

Ce tableau a été adapté de celui de (J. Janda et Abbott 2021).
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2.2.2.2 Chez les humains et les animaux
Parmi les entérobactéries pathogénes de I'Homme, deux types de bactéries se
distinguent. Certaines entérobactéries sont toujours associées a des pathologies humaines
(comme Yersinia pestis, Salmonella serovar typhi, Yersini sp.) alors que d’autres font partie de
la flore commensale et peuvent causer des infections opportunistes (comme E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis).

Dés 1985, Escherichia coli-Shigella, Salmonella, et Yersinia enterocolitica étaient
universellement reconnus comme des pathogenes gastro-intestinaux. Cependant, cette liste
s'est étoffée et plus de 40 pathogénes différents ont été reconnus comme des agents
étiologiques définitifs ou probables de troubles gastro-intestinaux (J. M. Janda et Abbott
2011). Parmi ces 40 agents pathogénes liés a des troubles digestifs, plus de 50 % sont dans
'ordre des Enterobacteriales (J. M. Janda et Abbott 2011). Les entérobactéries
majoritairement responsables d’infections gastro-intestinales sont Salmonella, Shigella et
Escherichia coli. Méme si de nombreuses entérobactéries pathogénes sont responsables
d’infection intestinale, leur pouvoir pathogene ne se limite pas au tractus digestif (Figure 2).
En effet, au niveau du systeme sanguin, elles sont également responsables de 1/4 a 1/3 des
bactériémies qui peuvent se compliquer en septicémie ou en méningite. De plus, les
entérobactéries sont responsables de 70% des infections urinaires (Murray, Rosenthal, et
Pfaller 2020) et elles ont également été identifiées dans des cas de calcul rénal ou d’infection
de la prostate. Par ailleurs, au niveau du tractus respiratoire, les entérobactéries ont été mises
en évidence dans des pneumonies, des bronchites ou des empyémes (infection de la cavité
pleurale). Enfin, certaines entérobactéries comme E. coli ont été identifiées comme
responsables de péritonite (infection du péritoine).

Les entérobactéries sont impliquées dans de nombreux types d’infection. Mais
certaines entérobactéries sont également responsables de maladies spécifiques comme la
peste causée par Yersinia pestis ou la fiévre typhoide causée par Salmonella typhi.

De la méme facon, chez les animaux, les entérobactéries peuvent faire partie du
microbiote mais également peuvent causer des maladies animales. En effet, de nombreux
membres de I'ordre produisent des infections intestinales ou extra-intestinales sporadiques
ou épisodiques chez de nombreux hétes ((J. M. Janda et Abbott 2006; D. J. Brenner et Farmer
2015). De nouvelles associations agent-maladie sont régulierement décrites, comme
Morganella morganii qui provoque des infections mortelles chez les poulets (C. Zhao et al.
2012) et le K. pneumoniae hypermucoide causant une septicémie et une méningite chez les
petits d'otaries. Certains syndromes infectieux ont une gamme d'hotes trés spécifiqgue comme
Citrobacter rodentium qui est pathogéene uniquement pour la souris. (Hyperplasie colique
murine). Au contraire, d'autres syndromes infectieux peuvent étre causés par une variété
importante d’entérobactéries. Par exemple, la mammite bovine est causée par de nombreux
pathogenes dont E. coli, K. pneumoniae, Proteus vulgaris, Salmonella spp. et Enterobacter
aerogenes (Olivares-Pérez et al. 2015).
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Systéme nerveux central
Meningite

Escherichia coli
Autres Enterobacteriaceae

Tractus respiratoire

Pneumonie

Klebsiella pneumoniae
Autres Enterobacteriaceae

Bronchite Systéme sanguin
Bordetella pertussis Septicémie
Empyéme Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae Klebsiella sp.
Autres Enterobacteriaceae Enterobacter sp.
Proteus mirabilis

Autres Enterobacteriaceae

Tractus urinaire Cavité abdominale
Cystite Péritonite
Escherichia coli Escherichia coli
Proteus Mirabilis Klebsiella pneumoniae

Autres Enterobacteriaceae Autres Enterobacteriaceae

Calcul rénal

Proteus Mirabilis Tractus gastrointestinal
Morganella morganii G s

Klebsiella pneumoniae astro-enterite

Salmonella sp.
Prostatite Shigella sp.
Eehetichis.col Escherichia coli (STEC, EIEC,
'scherichia coli EHEC, EPEC, EAGQEC)

Klebsiella pneumoniae

: Yersinia enterocolitica
Autres Enterobacteriaceae

Edwardsiella tarda

Figure 2 : Exemples des infections majeures causées par les membres de I'ordre des Enterobacteriales

Les différents compartiments anatomiques sont présentés en rouge et les infections correspondantes en
bleu. Les bactéries responsables de ces infections sont notées ci-dessus. Les bactéries les plus importantes
dans ces infections sont écrites en gras. Cette illustration a été adaptée a partir du livre de Murray et al
(Murray, Rosenthal, et Pfaller 2020).

3 - Stress rencontrés par les entérobactéries et les mécanismes qui leur
permettent d’y faire face

3.1 - Définition du stress

Les bactéries sont capables de s’adapter a une multitude d’environnements différents.
Néanmoins dans ces environnements, elles peuvent étre confrontées a des stress. Un stress
peut étre causé par un facteur externe physique, chimique ou biologique qui a un effet négatif
sur le métabolisme bactérien (CARLIER 1997; M. A. S. McMahon et al. 2007). Il peut entrainer
un retard de croissance ou, dans certains cas, I'inhibition ou la mort des bactéries.

La bactérie utilise des mécanismes de régulation permettant de stabiliser les
conditions physico-chimiques du milieu intracellulaire en réponse aux fluctuations
environnementales. Cette stabilisation sera qualifiée d’homéostasie.
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3.2 - Les différents types de stress

Dans les différents environnements ou les bactéries évoluent, de nombreuses
conditions peuvent étre une source de stress. Il est bien connu que chaque bactérie a des
parametres physico-chimiques de croissance qui lui sont propres. Dés lors que ceux-ci sont
modifiés, cela génére un stress. De plus, un stress pourra étre généré par des composés
toxiques notamment produits par son hote ou d’autres micro-organismes. Cette partie sera
dédiée a la description non exhaustive des paramétres environnementaux générant un stress
chez les entérobactéries.

3.2.1 — Exemples de variations de parameétres environnementaux

Les changements des parameétres physico-chimiques tels qu’un changement de
température, de pH, de pression osmotique ou de disponibilité en nutriments pourront
générer un stress pour la bactérie. Ces paramétres physico-chimiques ont été
particulierement étudiés dans le but d’identifier les meilleurs moyens de garantir la
stérilisation des produits alimentaires telle que la congélation (Laroussi 2005; Bernhardt et al.
2015; Ohshima, Okuyama, et Sato 2002; Villeger, Ricard, et Sixou 2004). lIs ont également été
étudiés dans le but de définir les conditions de culture optimales d’un micro-organisme.

3.2.1.1 - Le stress thermique

Les entérobactéries sont des bactéries mésophiles, cela signifie que ces bactéries
peuvent croitre a des températures entre 15 et 45°C cependant leur optimum de croissance
se situe entre 35 et 42°C (Russell 2003). Les variations de température ont un effet sur la
membrane, le cytoplasme, le ribosome, I’ADN et les protéines. Une température largement
supérieure a la température optimale peut induire le mauvais repliement et I'agrégation des
protéines aboutissant a une diminution de I'activité enzymatique. De méme une température
tres inférieure a la température optimale peut induire une baisse de I'activité enzymatique
voire |'arrét de celle-ci. Les bactéries agissent contre ces déreglements en faisant appel a des
réseaux de régulation complexes activant un certain nombre de protéines spécialisées dans la
réponse au stress thermique (H. Li et Ganzle 2016) telles que les protéines de type HSP (pour
Heat Shock Protein)) ou CSP (pour Cold Shock Protein).

3.2.1.2 — Le stress pH

De la méme facon que pour la température, chaque bactérie a un pH optimal de
croissance, par exemple, certaines bactéries sont acidophiles (pH acide), d’autres neutrophiles
(pH neutre) et enfin certaines sont basophiles (pH basique). Les entérobactéries ont un
optimum de croissance a pH neutre. Néanmoins, elles peuvent étre confrontées a des
variations de pH et notamment a un stress acide. Par exemple, les entérobactéries pathogénes
sont confrontées a un pH aux alentours de 2 dans I'estomac (Beasley et al. 2015). Un pH
inadapté peut entrainer un déréglement de la force protomotrice, des dommages
membranaires et un mauvais repliement des protéines. Les bactéries ont acquis des
mécanismes pour pallier ces désagréments. Il existe plusieurs stratégies comme des pompes
a protons, des régulations métaboliques visant a éliminer les ions H* ainsi que des systemes
de protection des macromolécules comme les protéines chaperonnes ou les mécanismes de
réparation de I’ADN prévenant I'agrégation des protéines et les dommages a I’ADN (Guan et
Liu 2020).
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3.1.1.3 - Le stress osmolaire

La bactérie pourra également étre soumise a des changements d’osmolarité de
I’environnement. Comme la membrane est semi-perméable, elle permet un échange et une
diffusion d’eau et de solutés entre le milieu extracellulaire et intracellulaire. Une diminution
de l'osmolarité du milieu extracellulaire aboutit a un afflux important d’eau dans le
cytoplasme donc a une augmentation de la pression cellulaire et a une turgescence. A
I'inverse, une augmentation de I"'osmolarité du milieu extracellulaire aboutit a une diffusion
rapide de I'’eau a I'extérieur de la cellule et a une plasmolyse.

Face a ce stress, des mécanismes se mettent en place aboutissant a une osmo-
tolérance. Par exemple, si les mécanismes osmo-senseurs détectent une augmentation de
I’osmolarité et cela induit des transporteurs qui transférent des molécules osmoprotectantes
telle que la proline ou la bétaine de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule afin de
contrebalancer I'effet de 'augmentation de la pression osmotique (Haardt et al. 1995). De
plus, les canaux ioniques sont induits et générent un efflux non spécifique de solutés
cytoplasmique et une fuite concomitante d’eau (Kempf et Bremer 1998).

3.1.1.4 — Le stress lié a la disponibilité de nutriments

Pour croitre, les bactéries ont besoin d’eau, d’'une source de carbone, d’une source
d’azote et de minéraux. Comme cela a été mentionné, les entérobactéries se développent
dans différentes niches trophiques plus ou moins riches en nutriments.

Méme dans un milieu riche, les bactéries peuvent étre exposées a une compétition
avec les autres-microorganismes pour les ressources nutritives et elles doivent mettre en
place des stratégies efficaces de captation des denrées alimentaires. Les bactéries peuvent
s’adapter grace a un métabolisme alternatif pour utiliser d’autres sources de carbone. En plus
des sources de carbone, la privation de métal inhibe fortement la croissance des micro-
organismes. Le systeme immunitaire de I’héte lutte par exemple contre les infections en
limitant les métaux disponibles a la surface des muqueuses et des épithéliums. On parle alors
de « 'immunité nutritionnelle » (Chandrangsu, Rensing, et Helmann 2017).

3.2.2 —Exemples de stress générés par des composés toxiques
Les différentes niches trophiques des entérobactéries peuvent contenir des composés
toxiques tels que les métaux, les antibiotiques ou les toxines.

3.2.2.1 — Le stress métallique

Les métaux sont essentiels et peuvent notamment servir de cofacteur des protéines et
des enzymes impliquées dans une variété de processus allant du métabolisme a la réplication
de 'ADN (Waldron et Robinson 2009). Néanmoins a haute concentration, ces derniers
peuvent étre nocifs pour les bactéries. Par exemple, le systeme immunitaire inné de I’hbte
utilise la toxicité des métaux de transition pour lutter contre les infections via les macrophages
(H. Gao et al. 2018). La principale cause de toxicité des métaux est leur capacité a se substituer
au métal natif (Stadtman 1993). Ces liaisons aspécifiques, notamment du cobalt sur des
protéines peuvent empécher la formation de pont-di-sulfure et géner le repliement correct
des protéines (Ranquet et al. 2007). D’autre part, les métaux peuvent générer un stress
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oxydant. La présence de fer et de cuivre entraine la formation de radical hydroxyle (OHe). Ces
radicaux hydroxyles initient la peroxydation des lipides qui engendrent une diminution de la
fluidité membranaire (Cabiscol et al. 2000). lls peuvent également engendrer des cassures
simples ou doubles brins de I’ADN (Valko, Morris, et Cronin 2005).

Pour répondre au stress métallique, les bactéries peuvent diminuer la perméabilité de
leur membrane, séquestrer les métaux a l'intérieur ou a I'extérieur de la cellule. Elles peuvent
également transporter les métaux en dehors de la cellule via des pompes a efflux, détoxifier
les métaux en des formes moins toxiques ou agir directement sur les cibles cellulaires
sensibles aux métaux pour les réparer (Lemire, Harrison, et Turner 2013).

3.2.2.2 — Les stress antimicrobiens
D’autre part les entérobactéries peuvent étre confrontées a la présence
d’antimicrobiens générés par d’autres micro-organismes ou générés par |’hote.

Au sein du sol ou du tube digestif, des phénomeénes de compétition entre les bactéries
ont lieu. En effet, les bactéries utilisent des composés antimicrobiens sécrétés pour tuer ou
altérer les cellules cibles voisines. L'habitat et le mode de vie d'un producteur d'antibiotiques
peuvent influencer le spectre des antibiotiques produits. Par exemple, un genre généraliste
comme Streptomyces occupant un large éventail d'environnements produit de multiples
molécules antimicrobiennes a large spectre qui permettront de toucher différents
compétiteurs potentiels (Challis et Hopwood 2003). A I’extréme opposé, certains organismes
hautement spécialisés dans un habitat donné peuvent produire des antimicrobiens a spectre
plus étroit, ciblant des concurrents spécifiques. Par exemple, Agrobacterium radiobacter K84
produit [l'antibiotique agrocin 84 qui est hautement spécifique d'un sous-ensemble
d'Agrobacterium tumefaciens phytopathogénes (J.-G. Kim et al. 2006).

Le systeme immunitaire de I'hGte produit une variété importante de peptides
antimicrobiens. Ces peptides antimicrobiens peuvent impacter la synthése de la paroi
cellulaire et/ou la membrane et/ou pénétrer a l'intérieur de la cellule et cibler des composants
intracellulaires (G. Wang 2014). Par exemple, le peptide antimicrobien LL-37, généré par les
cellules épithéliales et les cellules immunitaires, reconnait les membranes bactériennes
anioniques puis se lie a la membrane externe et la traverse. Le peptide se lie a la membrane
interne et il peut former des pores (C.-C. Lee et al. 2011). A I'intérieur du cytoplasme, LL-37
est capable de se lier a 'ADN et entrainer I'arrét de la machinerie cellulaire (G. Wang et al.
2014).

De maniere générale, la réponse cellulaire face a des composés antimicrobiens peut
étre l'export de [l'antimicrobien, la diminution de la perméabilité membranaire, la
modification de la cible, la dégradation ou la modification de I'antimicrobien.
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4 — Les différents systemes de réponse au stress

En réponse aux fluctuations de I’environnement, les bactéries possedent des
mécanismes de régulation capables de moduler I'expression basale de certains genes. Ces
mécanismes sont tres diversifiés, cette partie traitera uniqguement de deux mécanismes : les
facteurs sigma et les systemes a deux composants.

4.1 - Les facteurs sigma

L'initiation de la transcription et la reconnaissance du promoteur nécessitent la
présence du facteur sigma (o). En effet, le facteur o est capable de reconnaitre une région
promotrice et de se lier aux autres sous-unités de I’ARN polymérase afin de stabiliser
I’holoenzyme. Le nombre de facteur sigma est trés variable d’'une bactérie a une autre. Par
exemple, la bactérie symbiotique, Buchnera aphidicola, ne possede que 2 facteurs sigma alors
gue E. coli possede 7 facteurs sigma (Tableau 2). Au sein des 7 facteurs sigma de E. coli, on
distingue deux familles différentes : la famille sigma 70 (6 membres) et la famille sigma 54 (1
membre). Dans le cas du facteur 64, |a liaison avec I’ADN nécessite des protéines accessoires
et I'hydrolyse de I’ATP. La famille sigma 70 est composée de 4 groupes polyphylétiques. Le
premier groupe est constitué du facteur sigma primaire, 6’°, alors que les trois autres sont
composés de facteurs sigma alternatifs (038, 032, 024, 028 et 6'°). Une propriété importante des
facteurs sigma est la nature des promoteurs reconnus par I’'holoenzyme qu’ils peuvent former.
La structure consensus des promoteurs reconnus par I’holoenzyme E- 67° est composée des
domaines de reconnaissance -10 et -35. Mis a part le site de fixation de 038 qui est proche de
celui de 679, chacun de ces facteurs sigma est capable de reconnaitre une région promotrice
différente (Tableau 2).

Le facteur o’ est impliqué dans I’expression des génes de ménage qui codent des
fonctions indispensables a la survie de la cellule. Au contraire, les autres facteurs sigma
participent notamment a 'activation de genes a la suite d’un stimulus tel qu’une carence en
fer (01°), en carbone (0%8) ou un stress thermique (03 et 0%4). Le facteur 0?® quant a lui est
capable de réguler I'expression des genes impliqués dans la synthése du flagelle (Fitzgerald,
Bonocora, et Wade 2014). L'activité des facteurs sigma alternatifs est finement régulée. En
condition de non-induction, le facteur sigma n’est pas disponible dans le cytoplasme, ce qui
empéche la formation de I’holoenzyme correspondante. En condition inductrice, le facteur
sigma est produit et/ou accumulé et/ou rendu disponible. Il peut alors former I’holoenzyme
et permettre la transcription de différents genes. Dans le cas de sigma 38, il est peu produit
et dégradé en phase exponentielle de croissance. Mais il a été montré que la protéine Crl se
fixerait au facteur sigma 38 pour le stabiliser et favoriser son interaction avec I’ARN
polymérase, donc son activité (Cavaliere et Norel 2016) (Figure 3A, voie 1). D’autre part,
certaines protéines agissent comme des facteurs anti-sigma capables de séquestrer le facteur
sigma en condition non inductrice. Le stimulus peut directement modifier la conformation du
facteur sigma (Figure 3A, voie 2), modifier la conformation d’une autre protéine qui séquestre
alors le facteur anti-sigma (Figure 3A, voie 3) ou induit une dégradation enzymatique du
facteur anti-sigma (Figure 3A, voie 4) (Paget 2015). Ces mécanismes permettent de rendre
disponible le facteur sigma afin qu’il joue son réle dans la réponse au stimulus.
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Tableau 2 : Sept facteurs sigma chez E.coli

Facteur Gene Taille Site de fixation Geénes régulés
(kDa)

Famille ¢7°

0’°(c®)  rpoD 70 TTGACA-N12-TATAAT Génes de ménage et
métabolisme général

o038 (6%)  rpoS 38 TTGACA-N12-TGTGCTATACT Phase stationnaire

032 (o")  rpoH 32 CTTGAA-N12-CCCCATNT Choc thermique

0?4 (of)  rpoE 24 GAACTT-N16-TCTGA Stress extracellulaire

o2 (cf) fliA 28 TAAA-N15-GCCGATAA Flagelle et chimiotactisme

o'? (o) fecl 19 GCAAAT-N17-TC Import du citrate de fer

Famille o>

o>*(o")  rpoN 54 CTGGCAC-Ns-TTGCA Métabolisme de I'azote

Nx indique le nombre X de nucléotides

Tableau adapté a partir de (Burgess 2001).

4.2 - Les systemes a deux composants

Les systémes a deux composants (TCS, pour Two Component System) constituent un
des principaux mécanismes de détection et de réponse aux stimuli environnementaux
(Bourret et al., 1989 ; Stock et al., 1989, 2000). Ces systemes sont relativement abondants
chez les procaryotes mais le nombre est variable d’une espéce a une autre. E. coli posséde 28
systéemes a deux composants. Ces systemes sont composés d’au moins 2 composants : un
senseur, le plus souvent membranaire, qui posséde une fonction histidine kinase (HK) et un
régulateur de réponse (RR) cytoplasmique. Les senseurs fonctionnent généralement comme
des récepteurs membranaires dimériques et se composent d'un domaine de détection du ou
des stimuli, d'un domaine kinase et d'un domaine catalytique qui lie et hydrolyse I'ATP. Le
régulateur transcriptionnel est composé de deux domaines: un domaine receveur de
phosphate et un domaine de liaison a ’ADN.

Lors de l'interception du signal, ['histidine kinase subit un changement de
conformation au niveau des segments transmembranaires qui aboutit a I’'hydrolyse de I'ATP.
Le phosphate libéré se fixe sur une histidine conservée (Figure 3B). L'auto-phosphorylation de
I'histidine kinase stimule le transfert du groupe phosphoryle vers un résidu aspartate conservé
sur le régulateur de réponse correspondant (Figure 3B). La phosphorylation entraine un
changement de conformation qui lui permet d’acquérir sa fonction. Le régulateur peut alors
se lier aux promoteurs d’'un ensemble de génes (Figure 3B).
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De nombreuses histidine kinases sont bi-fonctionnelles, c’est-a-dire qu’elles ont
également la capacité d'agir comme des phosphatases ou des phosphotransférases inverses,
déphosphorylant le régulateur de réponse. La dé-phosphorylation du régulateur de la réponse
par son histidine kinase correspondante réinitialise la cascade de signalisation, permettant a
la bactérie de répondre a nouveau au méme stimulus lors d'une nouvelle exposition.

A B Stimulus

Stimulus \

e

IR 3 KR ¥ NERNERNNYNHNNnEY)

ﬂw&m
His °
—

Senseur
s

Régulateur [:] :

Réponse
ARN polymerase

Q N gene NN
" N

Figure 3 : Régulation de l'initiation de la transcription en réponse a un stress via un facteur sigma ou un
systéme a deux composants

(A) Régulation de I'activité des facteurs sigma alternatifs

En conditions non inductrices, les facteurs sigma alternatifs ne sont pas disponibles pour se lier a I’ARN
polymérase. (1) Le facteur sigma est peu produit et il est dégradé. Dans une condition inductrice, sa
dégradation est levée. (2) Le facteur sigma est lié a un facteur anti-sigma. Le stimulus induit le changement
conformationnel du facteur anti-sigma, ce qui permet de libérer le facteur sigma qui peut aller se lier a ’ARN
polymérase. (3) Le facteur sigma est lié au facteur anti-sigma. Le stimulus induit un changement de
conformation d’une protéine qui aura plus d’affinité pour le facteur anti-sigma. Ainsi le facteur sigma pourra
jouer son réle. (4) Le facteur sigma peut étre séquestré au niveau de la membrane. Le stimulus induit
I"activation d’une cascade d’enzymes aboutissement a la libération du facteur sigma.

(B) Fonctionnement d’un systéme a deux composants

Dans la plupart des cas, I'histidine kinase est intégrée a la membrane. Le senseur détecte les signaux ou les
stimuli et subit une autophosphorylation au niveau d'un résidu histidine conservé. Le groupe phosphate est
ensuite transféré au régulateur de réponse cytoplasmique correspondant au niveau d'un résidu aspartate
conservé. Les régulateurs de réponse phosphorylés forment un dimere actif qui peut alors réguler la
transcription des génes. Aprés la réponse cellulaire appropriée, le capteur présente une activité de
phosphatase ou de phosphotransférase inverse, retirant le groupe phosphoryle du régulateur de réponse
pour "réinitialiser" le systéeme. Bien que la plupart des kinases se trouvent sous forme de dimere dans la
membrane, des interactions dynamiques entre I'état mono- et di-mérique peuvent se produire.
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Chapitre Il — Les systemes de réponse au stress de |I'enveloppe
chez les pathogenes

1 — L’enveloppe, une cible de stress

1.1 — La structure de I'enveloppe chez les entérobactéries

L'interface de la bactérie avec son environnement est une structure multi-stratifiée,
I'enveloppe. En 1884, Hans Christian Gram a développé une coloration permettant de
catégoriser les bactéries en deux groupes : les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram
négatif. Les entérobactéries sont des bactéries a Gram négatif c’est-a-dire que leur enveloppe
est didermique. Elle est composée de plusieurs strates qui sont, de I’extérieur vers I'intérieur,
la membrane externe (ME), une paroi de peptidoglycane (PG) et une membrane interne (Ml)
qui entoure le cytoplasme. L'espace se situant entre les deux membranes est appelé le
périplasme (Figure 4). Chacune de ces trois structures définit un compartiment cellulaire
particulier, avec une composition qui lui est propre.

La membrane externe est asymétrique. Elle est composée d’un feuillet interne
contenant des phospholipides et d’un feuillet externe contenant des lipopolysaccharides
(LPS). Par son organisation, elle limite drastiqguement la perméabilité de I'enveloppe aux
grosses molécules hydrophiles et aux molécules hydrophobes. Il a également été montré que
le LPS joue un role essentiel dans la perméabilité sélective de la ME (Khadka, Aryal, et Pan
2018). Elle contient peu de protéines exceptées des protéines de la membrane externe,
appelées OMP (Outer Membrane Proteins) et les lipoprotéines (LP). Les OMPs, comme les
porines, sont spécialisées dans l'import de petites molécules hydrophiles comme les
nutriments. Les molécules de tailles plus importantes doivent passer par des transporteurs
spécifiques. La membrane externe est fixée au peptidoglycane par une lipoprotéine, appelée
Lpp, ou lipoprotéine de Braun.

Le peptidoglycane est composé d’unités répétées de disaccharide composé de N-acétyl
glucosamine lié a I'acide N-acétyl muramique. Il est qualifié d’exosquelette bactérien et joue
un réle essentiel de maintien de la forme de la cellule. De plus, la membrane externe et les
peptidoglycanes sont des structures stabilisantes qui protegent la cellule des stress
mécaniques et osmotiques (Silhavy, Kahne, et Walker 2010).

Le périplasme représente 20 a 40% du volume cellulaire chez E. coli (Stock, Rauch, et Roseman
1977). Le périplasme est plus visqueux que le cytoplasme et contient de nombreuses protéines
solubles ayant des roles variés. De maniere non exhaustive, le périplasme contient par
exemple : (i) des protéines de liaison, qui aident a I'absorption des acides aminés, des
vitamines et des sucres a partir du milieu extérieur ; (ii) des enzymes de détoxification, qui
inactivent certains antibiotiques; (iii) des protéines impliquées dans la biogenése du
peptidoglycane et (iv) des protéines impliquées dans la réponse au stress comme des
protéines chaperonnes. De plus, le périplasme permet également de séquestrer les enzymes
potentiellement nocives comme la phosphatase alcaline. Toutes les protéines périplasmiques
sont synthétisées dans le cytoplasme puis transportées au travers de la Ml dans le périplasme.
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Enfin la membrane interne sert de barriere finale entre I’environnement et le cytoplasme. Elle
est composée d’une double couche de phospholipides qui engendre une perméabilité de la
membrane interne plus contraignante que celle de la membrane externe. La Ml laisse
seulement passer les petites molécules non ou faiblement chargées comme I'eau, les gaz,
I"'urée ou I'ammoniaque mais elle est imperméable aux ions ou autres molécules. Elle contient
de nombreuses protéines, appelées IMP (Inner Membrane Proteins), dont la moitié est
impliquée dans le transport et le métabolisme (Papanastasiou et al. 2013; Sueki et al. 2020).

L'enveloppe est la barriere qui sépare le compartiment cellulaire bactérien de
I’environnement. Elle peut étre en contact avec de nombreux stress. Le maintien de son
intégrité est primordial a la survie cellulaire.

Chaine polysaccharide
O-spécifique

7~
LPS
Noyau polysaccharide
Lipide A .
Membrane externe
Peptidoglycane

Périplasme

Membrane interne

Figure 4 : Représentation de la structure de I'enveloppe des entérobactéries

La signification des abréviations utilisées est : IMP, protéine de membrane interne ; LP, lipoprotéine ; LPS,
lipopolysaccharide et OMP, protéine de membrane externe.

Cette figure a été adaptée a partir de celle de (Silhavy, Kahne, et Walker 2010).
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1.2 — Les stress rencontrés par les pathogenes entériques et leur impact sur
I’enveloppe

Les pathogenes entériques doivent s’adapter a de nombreuses conditions
environnementales différentes au cours de linfection comme des changements de
température, de pH, d’osmolarité, de conditions d’oxydo-réduction, de disponibilité en
nutriments ainsi que la présence de composés antimicrobiens. Ces variations générent un
stress pour les bactéries qui peut également impacter I’enveloppe bactérienne.

La contamination a 'Homme par des pathogénes entériques peut se faire via de la
nourriture infectée. Dans les aliments, les entérobactéries sont soumises a de nombreux
stress thermiques qu’ils soient dlis au chauffage ou au refroidissement de I'aliment. Lorsque
la bactérie entre en contact avec I'h6te, elle doit de nouveau s’acclimater a une variation de
température, d’'une température ambiante a celle du corps humain (Figure 5). Les
changements de température ont un impact sur I’enveloppe bactérienne. Un passage a une
température plus basse ralentira la biosynthése des composants de I'enveloppe (K. J. Pogliano
et Beckwith 1993), le repliement des protéines (Wang 2004), et rendra les membranes de la
cellule moins fluides (Sinensky 1974). Au contraire, un passage a une température élevée peut
provoquer le mauvais repliement des protéines, augmenter les taux de biosynthése et ainsi
surcharger les machines d'assemblage et augmenter la fluidité des membranes (Sinensky
1974) (Tableau 3).

A la suite de leur ingestion, les agents pathogénes doivent survivre a des variations de pH. Lors
de leur arrivée dans |'estomac, ils sont exposées a un pH tres acide aux alentours de 2 (Beasley
et al. 2015) (Figure 5). Les altérations du pH entrainent un mauvais repliement des protéines
ainsi qu'une perturbation des réactions enzymatiques (Tableau 3 et partie 3.2.1.2) (Tableau
3). D’autre part, les bactéries sont confrontées a une hyperosmolarité au cours de l'infection
lors de leur passage dans la lumiére du colon (Grauso et al. 2019) (Figure 5). Une modification
de l'osmolarité entraine de fortes pressions et tensions physiques sur les membranes
cellulaires et la paroi cellulaire (Partie 3.2.1.3) (Tableau 3).

Les bactéries peuvent également étre exposés aux espéces réactives de I'oxygene et de |'azote
(RONS pour Reactive Oxygen and Nitrogen Species) (Figure 5). En effet, la plupart des types
de cellules sont capables de générer des ROS dans certaines conditions. Cependant, les
principales sources de ces molécules réactives sont les cellules phagocytaires et divers types
de cellules épithéliales comme les entérocytes (Fink 2002). Les phagocytes sont capables de
convertir 'oxygene en radical superoxyde O2e- a I'aide de I'oxydase NADPH dépendante. Le
radical superoxyde (O2e-) peut subir une dismutation spontanée ou enzymatique en peroxyde
d'hydrogene (H20;). Les bactéries peuvent également étre exposées a du monoxyde d’azote
(NO-) qui peut étre produit pas tous les types cellulaires. La réaction de O2e- et de NO- peut
générer l'anion cytotoxique peroxynitrite (OONO-). Les RONS sont déja des molécules
toxiques mais, en interagissant les uns avec les autres, ils peuvent donner des formes encore
plus toxiques qui sont défavorables pour les bactéries. Des conditions d'oxydoréduction
défavorables entrainent des dommages oxydatifs aux protéines et aux membranes, altérant
considérablement leurs fonctions (Arts, Gennaris, et Collet 2015) (Tableau 3). En outre, de
nombreuses protéines de l'enveloppe cellulaire, y compris des protéines essentielles,
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dépendent des liaisons disulfures pour maintenir leur structure et |'altération de ces liaisons
due au stress oxydatif peut fortement altérer la fonction de ces protéines (Arts, Gennaris, et
Collet 2015).

Dans certaines régions du tube digestif, les bactéries peuvent étre confrontées a des
carences nutritionnelles. Par exemple, les bactéries auxotrophes peuvent étre incapables de
synthétiser avec succes des parties de leur enveloppe en I'absence de nutriments clés. En
outre, les micronutriments sont essentiels a la synthése de certains composants de
I'enveloppe. Les grands complexes protéiques de la chaine de transport d'électrons
nécessitent de nombreux centre fer-soufre et de groupes héminiques (C. E. Price et Driessen
2010). Par conséquent, un manque de fer environnemental peut entrainer un mauvais
repliement de ces protéines et une perturbation de la membrane interne (C. E. Price et
Driessen 2010).

Enfin, dans la lumiére intestinale, les agents pathogénes entériques rencontrent des
peptides antimicrobiens actifs sur la membrane, des sels biliaires et des acides gras libres
(Figure 5). Les sels biliaires et les peptides antimicrobiens (Partie 3.2.2.2) constituent un
élément important des défenses innées de l'intestin et offrent une protection contre les
entéropathogenes.

Apreés les sels biliaires, le deuxieme type métabolique le plus présent dans le colon sont
les acides gras a chaine courte (SCFA pour Short Chain Fatty Acids). Ce sont des acides gras
volatils produits par le microbiote intestinal, notamment Bacteroides sp., dans le gros intestin
en tant que produits de fermentation de composants alimentaires qui ne sont pas digérés
dans l'intestin gréle. lls se caractérisent par le fait qu'ils contiennent moins de six atomes de
carbone et qu'ils existent sous forme de chaines droites ou ramifiées. L'acide acétique (C2),
I'acide propionique (C3) et I'acide butyrique (C4) sont les plus abondants, représentant 90 a
95 % des SCFA présents dans le colon (Rios-Covian et al. 2016). A des concentrations
adéquates, les SCFA ont également une activité antimicrobienne directe contre les bactéries
pathogenes. Les SCFA peuvent réduire la croissance microbienne en modifiant le pH
intracellulaire et le métabolisme. A un pH plus faible, les SCFA sont généralement présents
sous des formes non ionisées qui peuvent traverser la membrane bactérienne et diffuser dans
le cytoplasme bactérien. Une fois dans le cytoplasme, les SCFA se dissocient, augmentant les
concentrations d'anions et de protons et abaissant le pH intracellulaire (Jacobson et al. 2018).

Les pathogenes entériques rencontrent une multitude de stress au contact de I’hote
et certains de ces stress impactent I'enveloppe. Or I'enveloppe est une structure essentielle a
la survie de la bactérie. C'est pourquoi, il existe des systemes qui sont spécialement dédiés a
la réponse au stress membranaire.
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Figure 5 : Les stress des pathogénes gastriques lors de l'infection

Apreés l'ingestion, un agent pathogéne entérique rencontre des conditions de stress distinctes dans la cavité
buccale, I'estomac, l'intestin gréle et le cdlon de I'héte. Cette figure a été adaptée a partir de celle de (Fang
et al. 2016)

Tableau 3 : Exemples de stress de I'enveloppe et leur effet

Type de stress Stress Effet sur ’enveloppe
Stress environnementaux Diminution de la  taux de biosynthese
température { taux de repliements des protéines

J fluidité membranaire

Augmentation de la Mauvais repliement des protéines
température Stress sur les voies de biosyntheése
M fluidité membranaire
Changement de pH Mauvais repliement des protéines
Perturbations des réactions
Diminution de I"osmolarité Import d’eau

J Concentration des solutés
N Tension membranaire

Stress redox Dommages oxydatifs des protéines et de la
membrane
Mauvais repliement des protéines

Carence nutritive Limite la biosynthese
Composés Métaux Dommages oxydatifs
toxiques/antibiotiques Déplacement des métaux natifs

Peptides antimicrobiens Perturbations membranaires

Sels biliaires Perturbations membranaires

Ce tableau est tiré de la publication de Mitchell et Silhavy, 2019 (Mitchell et Silhavy 2019).
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2 - Les systemes de réponse au stress de |'enveloppe

En raison de I'importance de I'intégrité membranaire dans I’lhoméostasie cellulaire, il
existe des mécanismes spécialement dédiés a la détection des stress membranaires qui sont
capables d’y répondre rapidement en activant une cascade de signalisation. Ces systemes sont
appelés des systéemes de réponse au stress de lI'enveloppe (ESR pour Envelope Stress
Response). Cing systémes ont été majoritairement décrits, il s’agit des systemes SigmakE, Rcs,
Cpx, Bae et Psp. Néanmoins, la découverte et la caractérisation de nouveaux ESR n’est pas a
exclure. Le fonctionnement et le régulon de ces systémes seront décrits dans la suite de cette
partie.

2.1 — Le facteur sigmak percevant le stress extracellulaire

Initialement, le facteur oE (RpoE, pour RNA polymerase extracytoplasmic E) a été
purifié avec I’ARN polymérase (Partie 4.1) et il a été montré qu’il activait la transcription des
génes inductibles a la chaleur comme rpoH (Erickson et Gross 1989).

De plus, il a été montré que, dans les souches de E. coli de laboratoire et de Yersinia
enterocolitica, rpoE est un géne essentiel (De Las Pefias, Connolly, et Gross 1997; Heusipp,
Schmidt, et Miller 2003) méme si certaines mutations suppressives permettent aux mutants
rpoE d'étre viables (De Las Peiias, Connolly, et Gross 1997). En revanche, de nombreuses
études ont montré que rpoE n'est pas essentiel chez d'autres bactéries, y compris Salmonella
(Humphreys et al. 1999; Skovierova et al. 2006), bien qu'il apporte une contribution majeure
a leur virulence. De maniere intéressante, il a récemment été rapporté que la perte de
I'antigéne O du LPS rendait une délétion rpoE létale chez Salmonella (Amar et al. 2018). Les
auteurs proposent que I'antigéne O du LPS fournisse une protection de la ME de Salmonella
permettant de tolérer une délétion de rpoE.

La délétion de rpoE altére de maniere significative les propriétés de I'enveloppe, ce qui
rend les bactéries plus sensibles aux stress. La compréhension de 'essentialité de ce systeme
passe par la compréhension de son fonctionnement et I'identification des genes qu’il régule.

2.1.1 — Le fonctionnement du systéme sigmak

Dans des conditions physiologiques normales, le facteur oE est inactif et séquestré a la
membrane interne par le facteur anti-sigma RseA. Cette interaction est renforcée par I'action
de la protéine RseB qui augmente I'affinité du complexe entre RseA et oE, ce qui entraine
I'inhibition de la voie (Collinet et al. 2000; Chaba et al. 2011) (Figure 6).

Le systéme est activé en présence d’un stress oxydatif, d’'un choc thermique, de la
privation de carbone, de la formation de biofilms (Rowley et al. 2006), de stress acide (Muller
et al. 2009), du rayonnement ultraviolet A (UVA), du phage P22 et d’un choc hypo-osmotique
(Amar et al. 2018). L'activation de la voie oE implique une série d'événements de clivage
protéolytique (Figure 6). Lors d’un stress membranaire, cet ESR détecte les OMPs ou le LPS
mal repliées et/ou transférées au sein de la membrane externe et de I'espace périplasmique
(Rowley et al. 2006). L’interaction entre I'extrémité C-terminale des OMPs mal repliées
(uUOMPs, pour unfolded Outer Membrane Protein) et le domaine PDZ (domaine d’interaction
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protéine-protéine) de la protéase DegsS, induit un changement conformationnel de DegS. Ce
changement de conformation expose la région protéase de DegS qui réalise le clivage
périplasmique de RseA (Walsh et al. 2003; Sohn, Grant, et Sauer 2009). Apres le clivage par
DegS, la protéase RseP (Yael) est recrutée et la partie cytoplasmique de RseA, liée a oE, est
libérée dans le cytoplasme (Alba et al. 2002) (Figure 6). Aprés la libération de oE lié a RseA,
I'adaptateur SspB se lie au complexe et recrute la protéase ClpXP dépendante de I'ATP (Figure
6) (Baker et Sauer 2012). Ce complexe protéique est composé de ClpX qui est une ATPase
AAA+ et ClpP qui est une peptidase. Dans |'étape finale de la cascade de oE, le complexe
protéique libére oE de RseA (Baker et Sauer 2012). Une fois libérée de RseA, oE est libre se lier
a I'ARN polymérase comme cofacteur, induisant ensuite I'expression du régulon oE (Figure 6).

2.1.2 - Le régulon de sigmaE

Les génes du régulon de sigmaE codent de nombreuses fonctions comme la réparation
de I'ADN, le métabolisme, la biogénése de la ME et des protéines chaperonnes ainsi que des
protéases (Dartigalongue, Missiakas, et Raina 2001; Rhodius et al. 2006; Skovierova et al.
2006). Parmi eux, les principales chaperonnes régulées par oE sont Skp, SurA et DegP (HtrA).
Les protéines chaperonnes jouent un réle majeur pour empécher |'agrégation des uUOMPs. En
effet, il a été démontré que SurA et une autre chaperon Skp jouent un role dans le repliement
des uOMPs en coopération avec le complexe BAM (Sklar et al. 2007). Enfin, a basse
température, DegP joue un rdle de protéine chaperonne transportant les OMPs mal repliées
et dépliées. Alors qu’a des températures plus élevées, DegP posséde une fonction protéase
dégradant les protéines qui ne peuvent plus étre réparées (Spiess, Beil, et Enrmann 1999).
Donc les protéines chaperonnes et les protéases régulées par sigmaE sont importantes pour
la biogenese de la ME et la tolérance au stress extracytoplasmique.

En plus des chaperons et des protéases, un certain nombre de petits ARN interférants
(ARNsi) ayant des fonctions régulatrices sont codés dans le régulon rpoE. Les ARNsi se lient a
des cibles d'ARNm spécifiques et permettent ou non la traduction de I'ARNm en affectant sa
stabilité ou en empéchant sa traduction (Holmqvist et Wagner, 2017). Les petits ARNs MicA
(SraD) et RybB sont régulés par sigmaE. (Figure 6). Leurs fonctions se chevauchent et ils
régulent a la baisse l'expression des porines de la membrane externe d'une maniére
dépendante de la protéine Hfg. MicA est responsable de la diminution de 'ARNm d'OmpA,
particulierement pendant la phase stationnaire lorsque oE est tres actif (Vogel et Papenfort
2006). Il a été démontré que RybB diminue spécifiquement les niveaux d'ARNm ompC et
ompW via Hfg (Johansen et al. 2006) (Johansen et al., 2006). Par conséquent, ces ARNSsi
contribuent au maintien de I'homéostasie de |'enveloppe par la régulation négative de Ila
production d'OMP réduisant le transport des uOMP dans le périplasme qui pourrait conduire
a une activation continue de I'ESR.
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Figure 6 : Représentation schématique du fonctionnement du systeme sigmaE

En présence de protéines mal repliées, un changement de conformation se produit a la suite de la liaison
des protéines mal repliées au domaine PDZ de DegS. Le domaine protéasique de Deg$ est alors exposé
et clive le domaine périplasmique de RseA. RseP clive ensuite le domaine cytoplasmique de RseA,
libérant une partie de RseA liée a sigmaE dans le cytoplasme. La liaison de la protéine adaptatrice SspB
au complexe RseA-sigmak recrute la protéase ClpXP qui réalise la dégradation de RseA et la libération
de oE. oF peut alors se lier a I'ARN polymérase et activer la transcription de son régulon. De maniere
non exhaustive, le reqgulon de sigmaE est composé de son propre locus, de facteurs sigma, de petits
ARNSs et de protéines chaperonnes.

Cette figure a été adaptée de la publication de Hews et al. (Hews et al. 2019).
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2.2 - Le systeme Rcs

Initialement, le systeme Rcs (Regulator of Capsule Synthesis) a été découvert lors de
I’étude sur la régulation des genes cps responsables de la formation de la capsule (Gottesman,
Trisler, et Torres-Cabassa 1985). Le systéme Rcs est un systéme a deux composants (TCS) non
conventionnel. Contrairement au TCS classique, il est constitué de trois protéines centrales, a
savoir la kinase hybride transmembranaire RcsC, la protéine transmembranaire RcsD et le
régulateur de réponse RcsB (Majdalani et Gottesman 2005).

Le systeme Rcs répond a de nombreux stress environnementaux tel que le stress acide,
le stress métallique ainsi que les variations d’osmolarité mais il a également été montré que
ce systéeme détectait directement le stress de I’enveloppe. En effet, la délétion de génes requis
pour la synthése de I'enveloppe entrainait une augmentation de I'expression du locus rcs. De
plus, le systeme Rcs contribue a la résistance intrinséque au défaut d’assemblage du
peptidoglycane.

2.2.1 — Le fonctionnement du systéme Rcs

En l'absence de tout signal environnemental, d’'une part, RcsC et RcsD agissent
ensemble comme des phosphatases pour assurer une faible quantité de RcsB phosphorylé
dans la cellule (Clarke 2010). D’autre part, I'activité du systéme Rcs est réprimée par IgaA,
maintenant ainsi le signal par phosphorylation minimal en I'absence de stimuli
environnementaux (Hussein et al. 2018; Wall, Majdalani, et Gottesman 2020).

L’activation du systeme Rcs est médiée par des dommages causés a la ME, les défauts
de la synthése du LPS, la perturbation du PG et la mauvaise localisation des lipoprotéines. Des
études ont montré que la détection du signal pourrait impliquer les protéines RcsF, IgaA et
RcsD. En revanche, le domaine périplasmique de RcsC ne participerait pas a ce phénomene
(Wall, Majdalani, et Gottesman 2020). La lipoprotéine de la ME, RcsF, est nécessaire a la
perception de plusieurs signaux de stress de I'enveloppe (Majdalani et Gottesman 2005;
Castanié-Cornet, Cam, et Jacq 2006). La transduction du signal par RcsF ne serait pas directe
mais ce serait son interaction avec IgaA qui neutraliserait I'effet inhibiteur de celle-ci sur le
systeme (Wall, Majdalani, et Gottesman 2020; Hussein et al. 2018). Néanmoins, I'activation
du systéme Rcs par la surproduction de la protéine DjlA n’est pas médiée par la protéine RcsF
donc cela signifie qu’il existe plusieurs voies de signalisation (Majdalani et Gottesman 2005).

A la réception d'un stimulus médié par une voie de signalisation préalable, le senseur
ResC s’auto-phosphoryle sur I'histidine 479 puis le phosphate est ensuite transféré sur
I'aspartate 875 de son domaine receveur. Le phosphate est ensuite transféré sur I’histidine
842 de RcsD, et finalement au résidu aspartate 56 du domaine receveur de RcsB (Majdalani et
Gottesman 2005) (Figure 7A). RcsB une fois phosphorylé peut jouer son role de FT en
homodimeére ou en hétérodimeére avec la protéine auxiliaire RcsA. Les sites de fixation a I’ADN
seront différents si RcsB est lié ou non a RcsA  (Pristovsek et al. 2003). Il a également été
démontré que RcsB peut interagir avec de nombreuses protéines auxiliaires, telles que BglJ,
MatA et GadE (Castanié-Cornet et al. 2010; Pannen et al. 2016; Venkatesh et al. 2010) (Figure
7B).
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Enfin, en I'absence de stimuli externes ou en réponse a certains stress métaboliques,
RcsB peut également étre phosphorylée par des phosphodonneurs de faible poids moléculaire
tels que le phosphate d'acétyle (AcP) (Hu et al. 2013).

2.2.2 - Le régulon de Rcs

RcsB peut former des homodiméres ou des hétérodimeres avec des protéines
auxiliaires telles que RcsA, Bgll, MatA et GadE, puis se lier a un motif conservé dans les genes
régulés par Rcs pour activer ou réprimer la transcription. Par exemple, 'homodimere RcsB-
RcsB régule positivement la transcription de rprA et négativement celle de gadA d'une
maniere dépendante de la phosphorylation de RcsB pour moduler la formation du biofilm et
la synthése de la glutamate décarboxylase, respectivement, chez E. coli (Castanié-Cornet et al.
2010). L'hétérodimere RcsB-RcsA active I'expression de I'opéron csp et réprime I'expression
de I'opéron fIhDC pour réguler la synthése du polysaccharide capsulaire acide colanique et des
flagelles, respectivement, d'une maniére dépendante de la phosphorylation de RcsB dans E.
coli (Francez-Charlot et al. 2003) (Figure 7A).

Il a été rapporté que la fonction de RcsA dépend de la phosphorylation de ResB, tandis
que les effets d'autres régulateurs auxiliaires, tels que Bgll, MatA et GadE, fonctionnent
indépendamment de la phosphorylation de RcsB (Figure 7B). Chez E. coli, I'nétérodimere BglJ-
RcsB active le géne bgl impliqué dans la synthese des D-glucosides (Venkatesh et al. 2010) ;
I'hétérodimere MatA-RcsB active I'opéron mat impliqué dans la biosynthese des fimbriae
(Pannen et al. 2016) ; I'nétérodimere GadE-RcsB active les genes gad liés a la résistance au
stress acide (Castanié-Cornet et al. 2010) (Figure 7B). De maniere générale, la participation de
multiples protéines auxiliaires confere une flexibilité au systeme Rcs, permettant ainsi une
adaptation fine a des environnements complexes.
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Figure 7 : Représentation schématique du fonctionnement du systéme Rcs

(A) RcsF, la lipoprotéine de la ME qui détecte les signaux provenant de la ME et du périplasme, se trouve
dans une OMP au sein de la ME. Elle est représentée en interaction avec le domaine périplasmique d'lgaA.
IgaA, une protéine de la Ml qui est un régulateur négatif du relai de phosphate. Le modéle actuel suggére
que lors de la signalisation du stress, RcsF augmente ou modifie les contacts avec IgaA, ce qui entraine la
dé-répression du phosphorelais. Ensuite, le RcsC s'autophosphoryle au niveau du domaine HK d'une maniére
ATP-dépendante. Le phosphate est ensuite transféré au domaine receveur de RcsC, au domaine
phosphotransmetteur de RcsD, et enfin a RcsB de maniére successive. En [|'absence de stress,
l'acétylphosphate peut agir comme un donneur de phosphate pour maintenir un faible niveau de RcsB
phosphorylé. Une fois phosphorylé, RcsB peut former un homodimére RcsB-RcsB ou un hétérodimére RcsB-
RcsA.

(B) De maniére indépendante de la phosphorylation de RcsB, RcsB peut former des hétérodiméres BglJ-RcsB,
MatA-RcsB et GadE-RcsB qui interagissent ensuite avec un motif conservé pour moduler la transcription de
génes cibles, régulant ainsi les activités physiologiques des bactéries.

Cette figure a été adaptée de celle de Meng et al. (Meng, Young, et Chen 2021).
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2.3 — Le systeme Cpx

Le systeme Cpx (Conjugative plasmid expression) a été découvert par McEwen et
Silverman, la mutation des genes cpxA et cpxR causait une altération de la composition de
I'enveloppe (McEwen et Silverman 1982). Cet ESR est un systeme a deux
composants constitué d’un senseur histidine kinase CpxA et un régulateur de réponse CpxR
permettant une réponse physiologique adaptée.

2.3.1 — Le fonctionnement du systeme Cpx

En absence de stress, la protéine périplasmique CpxP interagit avec la boucle
périplasmique de CpxA et inhibe le systeme Cpx. De plus, I'activité phosphatase de CpxA
maintient CpxR dans un état non phosphorylé (T. L. Raivio et Silhavy 1997).

Une variété de signaux inducteurs activent la réponse Cpx, dont la plupart sont
supposés affecter l'intégrité de I'enveloppe et/ou le repliement des protéines en dehors du
cytoplasme. Il s'agit notamment du pH alcalin (Danese et Silhavy 1998), de |'expression
aberrante du pilus (C. H. Jones et al. 1997), de I'adhésion a des surfaces hydrophobes (Otto et
Silhavy 2002), des peptides antimicrobiens (Audrain et al. 2013) et du cuivre (Yamamoto et
Ishihama 2006).

En réponse a ces stimuli, CpxA s’autophosphoryle puis transfére son groupement
phosphate au régulateur de réponse CpxR (Figure 8). CpxR joue alors son role de FT des génes
codant principalement pour la synthése de protéines chaperonnes, des enzymes de
dégradation, des protéines de I'enveloppe et des protéines du complexe respiratoire.

En plus de la détection directe des signaux par CpxA, la transduction du signal est
également impactée par la lipoprotéine NIpE et la protéine CpxP. En effet, la surexpression de
NIpE a été démontrée comme une condition inductrice de la réponse Cpx chez E. coli (Danese
et Silhavy 1998) méme si elle ne s’avére pas essentielle dans la signalisation de la plupart des
signaux induisant la réponse Cpx, comme la surexpression de PapG (DiGiuseppe et Silhavy
2003). Mais il a été proposé que NIpE pourrait permettre au systeme Cpx de détecter le stress
lié au trafic des lipoprotéines et a I'état redox périplasmique (Delhaye, Laloux, et Collet 2019)
(Figure 8). Quant a elle, la protéine CpxP est produite lors de I’activation du systéme Cpx alors
que celle-ci inhibe I'activation de CpxA, probablement via son interaction avec la boucle
cytoplasmique de CpxA (Tracy L. Raivio, Leblanc, et Price 2013; DiGiuseppe et Silhavy 2003;
Tschauner et al. 2014). Cela peut paraitre contre intuitif mais il a été montré qu’en présence
de protéines de I’enveloppe mal repliées, CpxP jouerait un réle de protéine chaperonne (Kwon
et al. 2010) et serait donc spatialement éloignée de CpxA, et ensuite dégradée par DegP/HtrA
(Buelow et Raivio 2005; Isaac et al. 2005; Tschauner et al. 2014). Cela signifie que CpxP
inhiberait seulement le systeme en absence de stress ou lorsque la situation est revenue a la
normale et permettrait ainsi de controler 'activation du systeme.

Méme si le role de CpxP et de NIpE n’est pas essentiel dans la signalisation de Cpx pour
la plupart des signaux inducteurs étudiés (DiGiuseppe et Silhavy 2003), ils permettraient une
régulation plus fine de la réponse, a la fois en modulant I'activation du systéme via CpxP ou
en facilitant la détection d’autres signaux via NIpE.
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2.3.2 - Le régulon de Cpx

Certains des membres les mieux caractérisés du régulon Cpx sont des genes qui sont
impliqués dans le repliement et la dégradation des protéines de I'enveloppe, ce qui suggére
un réle de la réponse Cpx dans le maintien de I'intégrité de I'enveloppe en surveillant et en
répondant au stress di aux protéines de I'enveloppe mal repliées.

Ces génes régulés par les Cpx comprennent ceux qui codent pour les chaperons
périplasmiques CpxP et Spy (Danese et Silhavy 1998), la chaperonne/protéase DegP/HtrA
(Danese et al., 1995), I'oxydoréductase formant des liaisons disulfure DsbA (J. Pogliano et al.
1997), la peptidyl-prolyl isomérase PpiA (J. Pogliano et al. 1997), la protéase de la MI HtpX et
YccA, un facteur qui module I'activité protéolytique (Tracy L. Raivio, Leblanc, et Price 2013;
Yamamoto et Ishihama 2006). La réponse Cpx semble également réguler d'autres ESR, comme
I'opéron codant les composants régulateurs de la réponse oE (rpoE-rseABC), qui est régulé
négativement (N. L. Price et Raivio 2009). La raison pour laquelle la réponse oE est régulée
négativement par la réponse Cpx n'est pas claire, étant donné que les réponses Cpx et oE
répondent toutes deux au stress lié au mauvais repliement des protéines dans |'enveloppe.

Comme Cpx est un systéme de réponse au stress qui répond au stress de la MI, un
résultat fonctionnel de I'activation de la voie Cpx est la répression transcriptionnelle directe
ou indirecte des génes codant pour les protéines formant des complexes protéiques
membranaires non essentiels (Tracy L. Raivio 2014). Les complexes régulés incluent les
complexes de la chalne de transport des électrons (nuo, cyo) et la délétion de ces opérons
pendant le stress membranaire dans un mutant AcpxR peut restaurer I'homéostasie de
I'enveloppe (Guest et al. 2017). Il est probable que la régulation de ces complexes facilite
I'assemblage des complexes protéiques essentiels, en particulier compte tenu de
I'augmentation de |'expression des chaperons et des protéases causées par |'activation de la
réponse Cpx (Tracy L. Raivio 2014). La réponse Cpx augmente également |'expression des
protéines modificatrices de PG, des génes liés a I'efflux, et des génes liés a I'homéostasie des
métaux et des oxydoréductions (Lépez, Checa, et Soncini 2018). Ces modifications
transcriptionnelles contribuent a restaurer I'homéostasie du PG.
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Figure 8 : Représentation schématique du fonctionnement du systeme Cpx

La réponse Cpx détecte et répond a une variété de stress d'enveloppe. Les fleches orange et chiffres
correspondants indiquent les signaux inducteurs proposés pour la réponse Cpx : (1) les stress qui conduisent
a un mauvais repliement des protéines ; (2) les dommages au peptidoglycane ; (3) les signaux de surface ;
(4) la surveillance des états redox périplasmiques ; (5) les défauts de trafic des lipoprotéines de la ME. En
I'absence d'induction, I'activité phosphatase de CpxA maintient CpxR non phosphorylé. Lors de l'induction,
le phosphotransfert de CpxA phosphorylée vers CpxR conduit a la modulation par CpxR phosphorylé de la
transcription de génes impliqués dans plusieurs processus. Les génes présentés sont représentatifs, mais non
exhaustifs, du régulon Cpx.

Cette figure a été adaptée de la publication de Hews et al. (Hews et al. 2019).
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2.4 — Le systeme Bae

Un quatrieme ESR, le systéme Bae (Bacterial adaptative response) a été découvert en
étudiant les régulateurs du gene spy codant pour une protéine chaperonne, déja connue
comme étant régulée par le systeme Cpx (Raffa et Raivio 2002).

Le systeme Bae est un TCS composé du senseur BaeS et du régulateur de réponse BaeR.
La protéine BaeS détecte notamment les flavonoides (Leblanc, Oates, et Raivio 2011), les
métaux (Leblanc, Oates, et Raivio 2011; Da Wang et Fierke 2013; Zhou et al. 2003), I'indole
(Raffa et Raivio 2002) et [I'éthanol (Bury-Moné et al. 2009), cela induit son
autophosphorylation. Une fois phosphorylé, elle peut transférer son groupement phosphate
sur le régulateur de réponse BaeR. BaeR joue son role de facteur de transcription des génes
codant des fonctions inconnues, des pompes a efflux et une protéine chaperonne (Spy) (Figure
9A). Ces effets rendraient Bae bien adaptée pour répondre a I'exposition a des molécules
toxiques dont la cellule peut étre protégée par l'efflux. En effet, la surexpression de BaeR
entraine une résistance a la novobiocine et aux sels biliaires (Nagakubo et al. 2002).

2.5 —Le systeme Psp

La réponse au stress Psp (Phage shock protein), nommée d'aprés la protéine de choc
phagique (Brissette et al. 1990), tend a étre activée par des perturbations importantes de la
MI qui entrainent une perte de la force proton motrice (PMF, pour Proton Motive Force) (van
der Laan et al. 2003; Maxson et Darwin 2004; Becker et al. 2005). Le systeme Psp est activé
par de graves perturbations de la MI. |l peut s'agir d'une infection par un phage filamenteux,
d'un choc thermique extréme, d'un choc osmotique, d'une exposition a I'éthanol (Brissette et
al. 1990), d'une exposition a un solvant organique (H. Kobayashi, Yamamoto, et Aono 1998),
de perturbations de la sécrétion de protéines (S. E. Jones et al. 2003) et de la localisation des
OMP au niveau de I'IM (Carlson et Silhavy 1993). Bien que |'on ait pensé que la Psp était induite
directement par des changements dans la PMF, le signal inducteur semble étre plus
compliqué.

L’activateur transcriptionnel, PspF, est empéché d'agir dans des conditions non
inductrices par une interaction physique avec PspA (Figure 9B). La détection du signal reste
méconnue bien qu’au moins certains signaux semblent étre directement détectés par PspA
108,113,114. Lorsqu'ils sont activés, PspB et PspC se lient a PspA qui libére PspF (Yamaguchi
et al. 2013). PspF est un activateur transcriptionnel qui interagit avec I'ARN polymérase
contenant o°* (le facteur sigma de réponse a la carence en azote) pour augmenter la
transcription de pspA, pspB, pspC, pspD, pspE et pspG (S. E. Jones et al. 2003; G. Jovanovic,
Weiner, et Model 1996). En plus de séquestrer PspF, PspA agit comme un effecteur dans la
réponse Psp en se liant au feuillet interne de I'IM et en empéchant la fuite des protons a
travers la membrane (Kleerebezem, Crielaard, et Tommassen 1996; R. Kobayashi, Suzuki, et
Yoshida 2007) (Figure 9B). En outre, il a été signalé que PspB et PspC ont un réle direct dans
la prévention de la toxicité de la sécrétine (Elderkin et al. 2005). PspD et PspG sont également
considérées comme des effecteurs (Goran Jovanovic et al. 2006; Lloyd et al. 2004), bien que
leurs fonctions n'aient pas été entierement caractérisées.
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Figure 9 : Représentation schématique du fonctionnement des systéme Bae et Psp

(A) Le systéme Bae est activé par l'exposition a des molécules toxiques induisant I'autophosphorylation de
I'histidine kinase capteur BaeS. BaeS transfere la phosphorylation au régulateur de réponse BaeR pour
l'activer. Une fois phosphorylé, BaeR va jouer son réle de facteur de transcription et activer I'expression de
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génes codants des fonctions inconnues, des protéines chaperonnes et des mécanismes d’efflux.

(B) Le systéme Psp répond a un dommage grave de la Ml. Cela entraine l'interaction de PspBC avec PspA,
permettant a PspF d'interagir avec I'ARN polymérase contenant la 0°* pour la régulation transcriptionnelle.

PspA agit également comme effecteur en stabilisant directement I'IM.

Cette figure a été adaptée a partir de celle de Mitchell et Silhavy (Mitchell et Silhavy 2019).
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2.6 — Cing ESRs avec des régulons distincts et des fonctions complémentaires

Les ESR peuvent étre induits par des signaux de stress membranaires communs
(antimicrobiens, protéines mal-repliées, indole, métaux, choc thermique ou choc osmotique).
Une étude et une comparaison des transcriptomes lors de la surexpression de RpoE, CpxR,
PspF, BaeR et RcsB a été réalisé par Bury-Moné et al. (Bury-Moné et al. 2009). Sur la base des
connaissances antérieures et des données actuelles, ils ont pu conclure que chaque voie
individuelle contréle un ensemble de génes impliqués dans la réponse cellulaire, et montrent
peu de chevauchement avec les autres voies (Figure 10). Les ESRs sont donc des mécanismes
complémentaires qui aboutissent a une réponse adaptative complete.
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Figure 10 : Diagramme de Venn des génes effecteurs des cinq ESRs

Une étude comparative des transcriptomes des principaux ESRs (SigmaE, Cpx, Psp ; Bae et Rcs) a été réalisée.
Le nombre total d’unités transcriptionnelles (TU pour transcriptionnal unit) affectées par la surexpression
de chaque régulateur est indiqué dans les aires respectives. Pour chaque régulon, la régulation est indiquée
par un + pour une régulation positive et un — pour une régulation négative. Le régulon Cpx comprend les
genes affectés par la surproduction ou la délétion de CpxR (les genes réprimés ou induits par l'absence de
cpxR sont comptés + et -, respectivement). Seuls les génes communs a au moins deux régulons et confirmés
par gRT-PCR et/ou la littérature sont listés (rouge : induit, vert : réprimé). Les genes décrits dans la littérature
comme dépendant de CpxR et oE ou BaeR sont également inclus.

Cette figure est issue de la publication de Bury-Moné et al. (Bury-Moné et al. 2009).
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3 — Roéle crucial des ESRs chez les pathogenes entériques

L'implication des ESRs SigmaE, Cpx et Rcs dans la pathogénie de Escherichia coli, Citrobacter
rodentium, Salmonella et Proteus mirabilis sera décrite dans la suite de cette partie.

3.1.1 - Escherichia coli pathogénes

3.1.1.1 - Le systéme Rcs

Les E. coli entéropathogenes (EPEC) et entérohémorragiques (EHEC) sont responsables
d’infections digestives. Ces deux bactéries adherent aux cellules intestinales a I'aide de Iésions
d’attachement et d’effacement dont les effecteurs sont codés par le locus d'effacement des
entérocytes (LEE). Chez les E. coli entérohémorragiques (EHEC) 0157 : H7, le systéme Rcs a
I'état inactif régule négativement I'expression des genes de I'flot de pathogénicité du LEE en
inhibant le gene régulateur pch, tandis que le systéeme Rcs a I'état actif régule positivement
I'expression des génes de I'llot de pathogénicité du LEE en induisant I'expression du gene grvA,
ce qui conduit a une expression accrue des protéines effectrices du systeme de sécrétion de
type Il (T3SS) (Toru Tobe et al. 2005). L'augmentation de ces facteurs de virulence conduit a
['amélioration de I'adhésion et de l'invasion des bactéries aux cellules hotes, et favorise
finalement sa capacité d'infection (Toru Tobe et al. 2005) (Figurel1).

Comme son nom l'indique, le systéme Rcs est nécessaire a la synthese des capsules
d'acide colanique chez E. coli K12 (Gottesman, Trisler, et Torres-Cabassa 1985). L'acide
colanique a été identifié comme étant impliqué dans certains aspects de la virulence chez E.
coli. Par exemple, la mutation de la production d'acide colanique atténue la virulence de E.
coli APEC chez les poulets (G. Li et al. 2005). D’autre part, un mutant d'E. coli 0157:H7 déficient
en acide colanique est moins tolérant a la chaleur et a I'acide (Mao, Doyle, et Chen 2001), ce
qui suggere que cet exopolysaccharide confere un effet protecteur contre les stress
environnementaux de I'h6te, tels que la température corporelle et I'environnement acide. Au
contraire, Han et al. ont constaté que la surproduction d’acide colanique par E. coli altére sa
pathogénie et augmente la durée de vie de C. elegans et de Drosophila melanogaster lors
d’une infection (Han et al. 2017).

L'effet le plus étudié du systéme Rcs est sa capacité a inhiber la motilité bactérienne et
I'expression de I'opéron flhDC, qui code le maitre régulateur de la production des flagelles
(Francez-Charlot et al. 2003). Or les flagelles sont considérés comme un organite de surface
jouant un réle important dans le développement des biofilms d‘E. coli (Van Houdt et Michiels
2005) et la motilité flagellaire responsable de la viabilité, de la compétitivité et de la
pathogénicité dans le stade précoce de l'infection par E. coli (Josenhans et Suerbaum 2002).

Des études ont montré que le petit ARN RprA dans E. coli est régulé positivement par
le systéeme Rcs, et il peut s'apparier a I'extrémité 5’ de I'ARNm rpoS (codant pour le facteur
sélectif o, os), augmentant ainsi le niveau de traduction de I'ARNm rpoS (Majdalani,
Hernandez, et Gottesman 2002). L'activation du systtme Rcs peut conduire a une
augmentation de I'expression de RprA dans E. coli, régulant ainsi négativement la formation
du biofilm (Majdalani, Hernandez, et Gottesman 2002). Il a été signalé que le défaut de
formation de biofilms chez E. coli associé a la mutation de rcsC ou rcsD est causé par
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I'augmentation du niveau d'expression de os dans les cellules, et ce défaut peut étre restauré
en mutant rcsB ou rprA (Ferrieres, Thompson, et Clarke, s. d.) (Figure 11).

3.1.1.2 — Le systeme SigmaE

Les souches d'E. coli extra-intestinales sont capables de coloniser et de provoquer une
infection en dehors de leur niche intestinale habituelle. Les E. coli uropathogénes (UPEC) en
sont un exemple et constituent une cause majeure d'infections des voies urinaires. Il a été
décrit que les genes codant les protéines chaperonnes régulés par RpoE degP et skp sont
importants pour la colonisation des voies urinaires par E. coli (Redford et Welch 2006). E. coli
entéropathogene (EPEC) est une cause majeure de diarrhée infantile et sa capacité a adhérer
aux entérocytes intestinaux est centrale dans sa pathogenése. L'adhésine intimine est
nécessaire pour |'attachement aux cellules épithéliales et il a été montré que les protéines
chaperonnes régulés par rpoE SurA, DegP et Skp sont nécessaires pour l'insertion de l'intimine
dans la ME (Bodeldn, Marin, et Fernandez 2009) (Figure 11).

Un autre pathovar d'E. coli, Escherichia coli adhérent-invasif (AIEC), est capable
d'envahir les cellules épithéliales intestinales. RpoE est nécessaire pour la formation de
biofilms d'AIEC associés a la maladie de Crohn ; l'inhibition de RpoE par la surexpression de
RseAB a entrainé une réduction significative de la formation de biofilms d'AIEC (Chassaing et
Darfeuille-Michaud 2013). De plus, RpoE est importante pour |'adhésion et I'invasion des
cellules épithéliales par les AIEC (Rolhion, Carvalho, et Darfeuille-Michaud 2007; Chassaing et
Darfeuille-Michaud 2013). Les études démontrent que l'inhibition de RpoE conduit a une
réduction de I'adhésion et de l'invasion et que cela est en partie di a une expression réduite
des flagelles et des pili de type 1. Cependant, les mécanismes exacts a I'origine des phénotypes
observés ne sont pas encore totalement élucidés (Chassaing et Darfeuille-Michaud 2013)
(Figurell).

3.1.1.3 — Le systeme Cpx

La pertinence de la réponse Cpx pour la physiologie et la pathogénicité de diverses
souches d'Escherichia coli est bien documentée (Figure 11). Des études sur MP1, une souche
commensale d'E. coli isolée chez la souris, ont montré que la délétion de cpxR provoquait un
grave défaut de colonisation chez la souris (Lasaro et al. 2014). De plus, les souches d'UPEC
délétées de cpxRA ont une colonisation et une virulence atténuées dans les modéles de souris
et de poisson zébre (Debnath et al. 2013).

Les E. coli entéropathogenes (EPEC) et entérohémorragiques (EHEC) sont responsables
d’infections digestives. Ces deux bactéries adherent aux cellules intestinales a I'aide de Iésions
d’attachement et d’effacement dont les effecteurs sont codés par le locus LEE. L'activation de
la réponse Cpx réprime le LEE T3SS dans les EPEC (MacRitchie et al. 2008). Cette régulation se
fait par la répression de la transcription de plusieurs opérons LEE et de maniére post-
transcriptionnelle par I'action de la chaperonne périplasmique et de la protéase DegP/HtrA
(MacRitchie et al. 2008; MacRitchie, Acosta, et Raivio 2012). La régulation du T3SS de LEE
présente des points communs entre EPEC et EHEC, a savoir le régulateur transcriptionnel Ler
(Abe et al. 2008; Mellies et al. 1999).
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Chez les EHEC, deux études ont montré I'influence du systeme Cpx sur la régulation de
la transcription du locus LEE mais leurs conclusions sont trés différentes (De la Cruz et al. 2016;
Shimizu, Ichimura, et Noda 2015). Une premiére étude a montré que |'activité du rapporteur
espA-luxE était activée en réponse a I'adhésion a des billes de verre hydrophobes et a des
cellules Caco-2 indifférenciées, d'une maniere qui dépend de NIpE et de CpxA. Dans les cellules
adhérentes, NIpE a activé la transcription d'espA (Shimizu, Ichimura, et Noda 2015). Cela a
conduit a la suggestion que |'activation de la réponse Cpx, aprés la détection de la surface par
NIpE, conduit a une régulation positive des genes LEE, notamment du T3SS, spécifiqguement
par la régulation CpxR du régulateur positif LhrA (Shimizu, Ichimura, et Noda 2015). Mais une
seconde étude a montré que I'augmentation des niveaux de CpxR phosphorylé en |'absence
de CpxA réprime les niveaux des protéines translocatrices EspABD codées par LEE5S ainsi que
la transcription de /er, d'une maniére dépendante de la protéase Lon. La surexpression de NIpE
a conduit a une réduction de la transcription de espA, quantifiée par gPCR (De la Cruz et al.
2016). Néanmoins, la délétion du systeme Cpx atténuait la virulence des EHECs chez I'insecte
Galleria mellonella, ce qui suggere que le systéme Cpx participerait a la virulence des EHECs
indépendamment du T3SS (De la Cruz et al. 2016).

La discordance entre ces deux études (Figure 11) pourrait provenir des approches
expérimentales utilisées. En effet, des cellules EHEC collées en surface ont été utilisées dans
I'étude de Shizimu et ses collégues, alors que I'étude de De la Cruz et al. a été menée
principalement sur des cellules cultivées en milieu liquide. D'autres travaux devraient étre
menés pour élucider I'impact de la détection de la surface sur la modulation de la signalisation
Cpx, car il semble que I'adhésion modifie de maniére significative la régulation de la virulence
par Cpx dans les EHEC.

Au niveau moléculaire, de nombreuses études se sont concentrées sur les machineries
protéiques localisées dans I'enveloppe, telles que le pilus P des E. coli UPEC et le pilus de type
4 (BFP, pour Bundle-Forming Pilus) des E. coli entéropathogéenes (EPEC), qui sont assemblées
dans I'enveloppe et jouent des roles clés dans I'adhésion aux cellules hétes (Wullt et al. 2000;
T. Tobe et Sasakawa 2001). La surexpression des sous-unités PapE et PapG du pilus P active la
réponse Cpx. Cette activation de la réponse Cpx n'est pas due a un stress causé par un mauvais
repliement des protéines mais a la présence d'une extension N-terminale spécifique sur PapE
impliquée dans la polymérisation des sous-unités du pilus. Cela suggere que la réponse Cpx
controle spécifiquement I'assemblage du pilus (S. E. Jones et al. 2003; Y. M. Lee et al. 2004).
Pour corroborer cette hypothése, la délétion de cpxR induit la production de pili P plus courts
chez E. coli K12 (Hung et al. 2001). La réponse CpxR est aussi capable de réprimer directement
I'expression des genes pap (Hernday et al. 2004). Des rdles similaires pour la réponse Cpx dans
I'assemblage efficace et l'inhibition de I'élaboration des pili ont été démontrés en relation avec
le BFP des EPEC, malgré leur assemblage et leur composition structurelle différents par
rapport aux pili P (Vogt et al. 2010; Humphries et al. 2010). En particulier, I'expression efficace
de la BFP dépendait des facteurs de repliement des protéines périplasmiques régulés par
CpxR, CpxP, DsbA et DegP/HtrA (Vogt et al. 2010). La régulation des complexes
multiprotéiques de I'enveloppe par la réponse Cpx n'est pas limitée aux pili, car les flagelles
de plusieurs souches d'E. coli sont régulées négativement (Shimizu, Ichimura, et Noda 2015).
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Il a récemment été montré que la délétion de cpxR augmentait la sensibilité au B-
lactame mécillinam, mais que |'activation constitutive conduisait a des défauts de forme, de
croissance et de division cellulaire (Delhaye, Collet, et Laloux 2016). De plus, ces défauts
étaient dépendants de I'expression de LdtD (Delhaye, Collet, et Laloux 2016). Ces résultats
indiquent un réle de la réponse Cpx dans le suivi non seulement du contréle de la qualité des
protéines dans I'enveloppe, mais aussi comme facteur régulateur clé pour une bonne intégrité
de la paroi cellulaire. La paroi cellulaire est essentielle pour maintenir la forme de la cellule et
prévenir la lyse lors de conditions osmotiques changeantes et constitue une cible importante
pour de nombreux antibiotiques et stratégies immunitaires innées. La régulation a la hausse
des enzymes modificatrices de PG peut servir a renforcer I'enveloppe pendant le stress dans
d'autres compartiments de I'enveloppe afin d'augmenter sa stabilité globale. Il est possible
que la régulation par Cpx des genes IdtD et ygaU codant des enzymes de modification de la
paroi soit une stratégie pour faire face au stress de I'enveloppe (Bernal-Cabas, Ayala, et Raivio
2015) découlant de l'immunité innée de I'hote. Bien qu’il reste des choses a découvrir, ces
études indiquent que la réponse Cpx est un régulateur de réglage fin de la structure du PG qui
sert a atténuer les stress potentiels de la paroi cellulaire, a la fois dans et hors des hoétes.
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Figure 11 : Schématisation des nouvelles connaissances concernant la régulation de la survie et la virulence
par les SigmakE, Cpx et Rcs chez les E. coli pathogénes

Les ESR SigmaE, Cpx et Rcs régulent de nombreux facteurs de virulence et des structures de surface, telles
que le pilus, le flagelle, I'intimine ou les systémes de sécrétion chez E. coli. En outre, un certain nombre de
facteurs spécifiques aux bactéries sont régulés par cet ESR. Il s'agit notamment du locus d’effacement des
entérocytes (LEE). Les fleches -> représentent une régulation positive et les fleches -| une régulation
négative. Les lignes pointillées indiquent les cas ou la régulation est indirecte et/ou ol les facteurs
intermédiaires sont inconnus.
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3.1.2 — Citrobacter rodentium

Le pathogéne Citrobacter rodentium partage des mécanismes communs avec les EPEC
et EHEC, en particulier le LEE, et il a été montré que ce pathogéne est un bon modele pour
étudier les infections EPEC et EHEC in vivo (Collins et al. 2014).

Des travaux menés par Thomassin et al. ont permis de découvrir plusieurs TCS
impliqués dans la régulation des propriétés de virulence de C. rodentium. Plus précisément,
I'inactivation des TCS RstAB, UhpAB, ZraRS, RcsBC et ArcAB entraine une mortalité retardée
chez les souris C3H/Hel sensibles (Thomassin et al. 2017). Les deux ESRs, Cpx et Rcs, seraient
donc impliqués dans la virulence de C. rodentium. Seul le r6le du systeme Cpx a été
particulierement approfondi dans des études récentes.

La délétion de cpxRA atténue la capacité de C. rodentium a coloniser et dans certains cas a
causer la mort des souris (Thomassin et al. 2017; Vogt et al. 2019; Thomassin et al. 2015).
L'expression du locus cpx est induite pendant l'infection, ce qui suggere que la réponse est
activée pendant la colonisation de I'h6te (Thomassin et al. 2017; 2015). La suppression de cpxP
ou nlpE n'a pas eu d'impact significatif sur la colonisation, la virulence ou la capacité a se lier
aux cellules Hela contrairement au mutant AcpxRA qui a été atténué dans tous ces aspects
(Giannakopoulou et al. 2018). L'atténuation de la virulence s'est avérée indépendante de la
sécrétion de type lll et du taux de croissance, car les profils de sécrétion et les taux de
croissance restent relativement les mémes par rapport au type sauvage chez les mutants
AcpxRA (Thomassin et al. 2015; Vogt et al. 2019).

De maniére intéressante, il a récemment été signalé que la délétion des genes régulés par Cpx
degP/htrA et dsbA entrainait une réduction des niveaux de protéines sécrétées de la protéine
translocatrice du systeme de sécrétion de type lll, EspB, chez C. rodentium (Vogt et al. 2019).
De plus, la délétion de degP ou de dsbA a rendu C. rodentium complétement avirulent,
contrairement a la délétion de cpxRA qui, dans cette étude, a entrainé une moindre
atténuation de la virulence par rapport aux études précédentes (Thomassin et al. 2017; Vogt
et al. 2019; Thomassin et al. 2015). La raison de la différence entre ces études est actuellement
inconnue. Cependant, la mutation du promoteur de degP et dsbA de sorte qu'ils ne soient plus
sous le controle de CpxR n'atténue pas la virulence, ce qui suggére que la régulation Cpx de
degP ou dsbA n'est pas la raison entiere pour laquelle ces mutants sont avirulents (Vogt et al.
2019). Dans lI'ensemble, ces études indiquent un role clé pour la réponse Cpx dans la virulence
in vivo, mais des travaux supplémentaires sont nécessaire pour caractériser le mécanisme et
afin de comprendre la facon dont cela se produit.
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3.1.3 - Proteus mirabilis

3.1.3.1 - Le systeme SigmakE

Proteus mirabilis est une bactérie pathogéne humaine causant des infections urinaires
importantes et récurrentes (Figure 12). Il a été montré que RpoE avait une action globale dans
la pathogénie de P. mirabilis. RpoE augmente la survie, l'invasion et la colonisation
bactérienne chez la souris notamment en diminuant la mobilité et en augmentant la synthése
des fimbriae. De plus, RpoE affecte, I'expression des interleukines 8 (IL-8) par les cellules
urothéliales (cellules de la vessie) (Liu et al. 2015).

IL-8 est sécrété par les cellules urothéliales lors de la reconnaissance d’un pathogene
afin de recruter les cellules immunitaires. Lorsqu’un mutant ArpoE est mis en contact avec des
cellules urotheliales, la synthése de I’ARNm IL-8 est augmentée. Le mécanisme proposé est
gue RpoE est impliqué dans la modification de la composition de I'enveloppe bactérienne ce
qui conduit a I"'échappement de la reconnaissance antigénique de I'hote. Ces résultats
montrent que I'action de I'ESR RpoE ne se limiterait pas a la régulation de la pathogénie mais
pourrait également influencer la réponse immunitaire et augmenter le fitness des bactéries
possédant ce systéme.

Chez E.coli, la transcription de rpoE est contrélée par les facteurs sigma RpoD, RpoN et
RpoS. RpoD est régulée positivement par le systeme Rcs lors d’une altération de ’lhoméostasie
membranaire (Klein et al. 2016). Il serait intéressant de vérifier la régulation du systeme RpoE
par Rcs chez P. mirabilis. Cela pourrait expliquer la similarité de réponse des deux systemes
dans la mobilité et la formation des fimbriae qui sont importants pour I'adhérence aux cellules
urothéliales (Figure 12).

3.1.3.2 - Le systeme Rcs

Comme RpoE, chez P. mirabilis, le systeme Rcs a été montré comme un activateur de
la différenciation et la formation de fimbriae. Néanmoins, il inhiberait la virulence notamment
par la répression de I'expression du gene zapA qui code une protéase sécrétée s’attaquant
aux Immunoglobulines et des génes hpm qui codent une hémolysine sécrétée s’attaquant aux
globules rouges (Howery, Clemmer, et Rather 2016).

Outre E. coli, des études transcriptomiques sur des bactéries telles que S. enterica,
Erwinia amylovora et Proteus mirabilis ont également déterminé I'effet régulateur négatif du
systeme Rcs sur la motilité et I'expression du flhDC (Howery, Clemmer, et Rather 2016;
Mariscotti et Garcia-del Portillo 2009). Semblable au systeme chez E. coli, le systéme Rcs de
ces bactéries peut affecter la motilité cellulaire, la colonisation bactérienne, la formation de
biofilms et méme la capacité a infecter I'hGte en régulant la biosynthése des flagelles.

3.1.3.3 - Le systeme Cpx

Chez Proteus mirabilis, le systéme Cpx régule directement lI'opéron zapABCD
notamment en présence de cuivre. Cet opéron contient zapA codant une protéase et zapBCD
codant pour un systéme de sécrétion putatif de type 1 (Chen et al. 2020). Les souches
mutantes AcpxR, AzapA et AzapD présentaient également un défaut de formation de biofilms.
L'expression de zapBCD a partir d'un plasmide a également rétabli la capacité de formation de
biofilms du mutant AcpxR. De plus, les mutants AzapD et AcpxR avaient une activité
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protéasique, une capacité d'adhésion et d'auto-agrégation et une production
d'exopolysaccharides et d'ADN extracellulaire significativement plus faibles que celles du type
sauvage (Chen et al. 2020).
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Figure 12 : Schématisation des nouvelles connaissances concernant la régulation de la survie et la virulence
par SigmakE, Cpx et Rcs chez Proteus mirabilis

Les ESR SigmaE, Cpx et Rcs régulent de nombreux facteurs de virulence et des structures de surface, telles
que le pilus, le flagelle, I'intimine ou les systéemes de sécrétion chez E. coli. En outre, un certain nombre de
facteurs spécifiques aux bactéries sont régulés par cet ESR. Il s'agit notamment du flagelle, du fimbriae ou
de systéeme de sécrétion. Les fleches = représentent une régulation positive et les fleches -| une régulation

négative. Les lignes pointillées indiquent les cas ol la régulation est indirecte et/ou ol les facteurs
intermédiaires sont inconnus.
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3.1.4 — Autres Enterobacteriales

Le réle des ESRs dans la pathogénie des entérobactéries décrit ci-dessus n’est pas
exhaustif. En plus de ce qui a été décrit précédemment, les ESRs ont un réle dans la virulence
d’autres pathogénes humains. Par exemple, le role des ESRs Cpx et SigmaE dans la virulence
de Salmonella a été tres étudié. Mais encore, le systéme Rcs a été mis en évidence dans
I'inflammation et la prolifération bactérienne de Serratia marcescens (Castelli et Véscovi 2011;
K. J. McMahon et al. 2012; Romanowski et al., s. d.). Enfin le systéme Psp a également montré
une importance dans la virulence de Salmonella typhimurium et de Yersinia enterocolitica
(Karlinsey et al. 2010; A. J. Darwin et Miller 2001; Andrew J. Darwin 2013). De fagon générale,
le r6le des ESRs dans la pathogénie fait appel a des mécanismes de régulation complexes mais
les ESRs semblent jouer un role crucial dans la virulence des entérobactéries.

Certains ESRs ont également un role dans la virulence de phytopathogenes. En effet,
le systeme Rcs joue un role important dans la virulence de Erwinia amylovora (Dongping
Wang, Korban, et Zhao 2009; Dongping Wang et al. 2012; J. H. Lee, Ancona, et Zhao 2018). Il
a également été montré que le systeme Cpx est essentiel pour la virulence de Dickeya dadantii
(Bontemps-Gallo, Madec, et Lacroix 2015). Néanmoins le r6le des ESRs chez les
phytopathogenes reste méconnu mais ces systemes pourraient également jouer un réle
crucial dans la réponse au stress et la virulence chez ces organismes.
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Chapitre Il — Les transporteurs ABC : leurs structures et leurs
fonctionnements

Comme cela a été décrit précédemment, I'enveloppe assure une perméabilité
sélective qui permet de maintenir les conditions physico-chimiques constantes dans le
cytoplasme malgré les changements environnementaux. Les protéines membranaires
déterminent la perméabilité sélective de la membrane. La plupart de ces transporteurs sont
des canaux ioniques ou des transporteurs de la famille des MFS (Major Facilitator Superfamily)
qui permettent le mouvement passif de solutés a I'intérieur du cytoplasme. Néanmoins,
I’accumulation d’un soluté contre le gradient de concentration nécessite un transport actif.

Parmi ces transporteurs actifs, les transporteurs de type ABC (pour ATP Binding
Cassette) sont une des familles de protéines les plus abondantes. Ils sont retrouvés dans tous
les organismes, du microbe aux humains. Les protéines ABC jouent de nombreux roles
cellulaires allant du transport de molécules a la réplication/réparation de I’ADN. Malgré ces
diverses fonctions, cette famille possede comme caractéristique commune la présence d’un
domaine cytoplasmique ABC extrémement bien conservé, permettant la liaison et I’hydrolyse
de I’ATP nécessaire a la fonction de la protéine.

Les transporteurs ABC permettent d’exporter ou d’importer, de maniere
unidirectionnelle, une grande variété de composés en utilisant I’énergie issue de I'hydrolyse
de I'ATP. Les molécules transportées peuvent étre des petites molécules, des grosses
molécules, des molécules chargées positivement ou négativement, des ions inorganiques, des
sucres, des protéines, des acides aminés ou des complexes polysaccharides. Les ABC
transporteurs peuvent étre des transporteurs tres spécifiques mais certains peuvent étre
également multi spécifiques.

1 —Topologie générale des transporteurs ABC

Malgré des fonctions cellulaires trés diverses, cette large famille possede une topologie
extrémement bien conservée chez les importateurs comme les exportateurs (Figure 13). Les
transporteurs ABC sont composés de 4 ou 5 domaines :

X/

+» Deux domaines transmembranaires (TMD, pour TransMembrane Domain)

Les TMDs constituent le canal dans la membrane qui est alternativement accessible du coté
intracellulaire ou extracellulaire pour permettre le transport de molécules. Ces domaines sont
peu conservés parmi les espéces, ce qui est en accord avec la grande variété des composés
transportés au sein de la famille des ABC. Les TMDs sont composés de plusieurs domaines
transmembranaires, de protubérance cytoplasmiques et périplasmiques. Entre deux
protubérances cytoplasmiques, des hélices dites « de couplage » sont retrouvées et elles
interagissent avec le NBD (Nucleotide Binding Domain) (Hollenstein, Dawson, et Locher 2007).
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X/

+» Deux domaines de fixation de I’ATP (NBD, pour Nucleotide Binding Domain)

Les domaines NBDs sont les domaines les mieux conservés parmi la superfamille des protéines
ABC puisqu’ils comportent de nombreux motifs conservés qui sont essentiels a I’hydrolyse de
I’ATP. Ces domaines sont hydrophiles et interagissent avec les boucles cytoplasmiques des
TMDs. Comme leurs noms l'indiquent, ils sont responsables de I’hydrolyse de I’ATP nécessaire
au fonctionnement du transporteur. La liaison de I'ATP induit des changements de
conformation dans les NBD, les forcant a se rapprocher et a former un dimére sous forme de
sandwich.

X/

+» Une protéine fixatrice du substrat (SBP, pour Substrate Binding Protein).

Dans certains cas, il peut y avoir un cinquieme composant. Il s’agit d’'une protéine qui est
utilisée pour lier les ligands avec une haute affinité et les délivrer aux composants
membranaires responsables de la translocation dans le cytoplasme. Il existe une forte
corrélation concernant sa présence ou son absence avec la direction du transport. La présence
de la SBP est fortement corrélée avec un transporteur de type importateur. A l'inverse, son
absence est fortement corrélée avec un transporteur de type exportateur.

Exportateurs Importateurs

Sucres, oligopeptides, acides
Périplasme aminés, ions...

SBP

plasmique

Membrane ﬂum””! TMD i TMD
NBDYNBD

Cytoplasme ATP - ADP +Pi ATP ADP + Pi

Lipides, peptides, antibiotiques...

Figure 13 : Topologie générale des transporteurs ABC exportateurs et importateurs

Les transporteurs ABC possedent 4 domaines : 2 domaines transmembranaires (TMD pour TransMembran
Domain) et 2 domaines de fixation de ’ATP (NBD pour Nucleotide Binding Domain). Les transporteurs ABC
importateurs possédent généralement un cinquiéme composant qui est une protéine périplasmique fixatrice
du substrat (SBP pour Substrate Binding Protein). Les composés pris en charge par les transporteurs ABC
sont tres divers, de I'ion aux antibiotiques.
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1.1 - Les trois classes de transporteurs ABC

En 2001, Dassa et al. élaborent un arbre phylogénétique en se basant sur plus de 600
protéines NBDs (Dassa et Bouige 2001). L'arbre phylogénétique simplifié est présenté dans la
figure 14. Cette étude permet de regrouper les protéines homologues des bactéries, des
archées et des eucaryotes. Cela permet de distinguer 3 classes de transporteurs ABC ainsi que
29 familles (Figure 14). Les trois classes, déterminées par cette étude, correspondent assez
bien aux trois divisions fonctionnelles des systémes ABC, c'est-a-dire les importateurs, les
exportateurs et les autres.

X/

% La classe 1 des transporteurs ABC

Cette classe est composée de transporteurs ABC avec des domaines NBDs et TMDs fusionnés.
Elle contient en majorité des systémes d'exportation. Les fusions peuvent étre soit du type
ABC-IM, soit du type IM-ABC. Le qualificatif IM-ABC signifie que le domaine TMD (aussi appelé
IM) est en N-terminal et que le domaines NBD (aussi appelé domaine ABC) est en C-terminal
alors que les fusions de type ABC-IM signifie que le domaine NBD est en N-terminal et le
domaine TMD en C-terminal. Seules les familles CCM et MCM ne suivent pas cette
organisation structurelle et ressemblent a celles des protéines de classe 2 et 3 respectivement
(Dassa et Bouige 2001).

+* La classe 2 des transporteurs ABC

Cette classe comprend des protéines avec deux domaines NBDs répétés en tandem et ne
comprend pas de domaine TMD. lIs ne fonctionnent probablement pas comme transporteurs
(Dassa et Bouige 2001).

+* Laclasse 3 des transporteurs ABC

Cette classe contient des systéemes avec des domaines TMDs et NBDs portés par des chaines
polypeptidiques indépendantes. La plupart des transporteurs ABC de cette classe
correspondent a des importateurs (Dassa et Bouige 2001). Les importateurs dépendent
généralement de la présence d'une protéine fixatrice du substrat (SBP) extracellulaire
distincte qui reconnait les substrats avec une grande affinité. Cependant, la classe 3 contient
plusieurs transporteurs qui ne possedent pas de SBP et qui ne peuvent pas étre liés de maniére
concluante a l'importation. Il a été proposé que ces systemes, impliqués dans la résistance aux
médicaments et aux antibiotiques ou dans la biogénése des polysaccharides extracellulaires,
participent a I'exportation de ces molécules (Davidson et al. 2008).

La suite de cette partie traitera des domaines structuraux des NBDs, des TMDs et des SBPs.
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Figure 14 : Arbre phylogénétique simplifié des transporteurs ABC du vivant

Sur la partie gauche, I'arbre phylogénétique est présenté ainsi que les principales subdivisions de I'arbre
correspondant aux trois classes de transporteur ABC. Sur la partie droite, les topologies des transporteurs
ABC sont représentées de maniére schématique. Les domaines NBDs sont représentés par un cercle vert et
les domaines TMD sont représentés par un rectangle de couleur. La branche rouge correspond aux
transporteurs ABC de la classe 1. Ces systémes ont des domaines NBDs et TMDs fusionnés. Ils correspondent
principalement aux exportateurs. Les transporteurs ABC symbolisés avec un rectangle violet correspondent
a ceux avec des TMDs a l'extrémité N-terminal alors que ceux symbolisés par un rectangle orange
correspondent a ceux avec des TMDs a l'extrémité C-terminal. Les domaines N- et C-terminaux sont
symbolisés respectivement par un N et un C. La branche bleue correspond aux transporteurs ABC de classe
2. Ces systéemes ont des domaines NBDs en tandem et aucun domaine TMD connu. La branche verte
correspond aux transporteurs ABC de classe 3. Ces systemes ont des domaines TMDs et NBDs portés par des
chaines polypeptidiques indépendantes. Ils correspondent principalement a des importateurs. Les noms des
familles encadrés sont des systémes qui pourraient étre des exportateurs.

Cette figure provient de la publication de Davidson et al. (Davidson et al. 2008).
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1.2 — Les domaines de fixation de I’ATP (NBDs)

Tous les transporteurs ABC contiennent deux NBD, également appelés ATPases ou
domaines ABC, qui lient et hydrolysent I'ATP. Les NBD des transporteurs ABC constituent un
sous-groupe de la superfamille diverse des NTPases a boucle P (Vetter et Wittinghofer 1999)
et dépendent des ions magnésium pour la catalyse. Chaque NBD se compose de deux sous-
domaines : le domaine de type RecA, que |'on trouve également dans d'autres ATPases a
boucle P, et le domaine a-hélicoidal qui est unique aux transporteurs ABC (Figure 15B). Les
NBDs sont constitués par un ensemble spécifique de huit motifs hautement conservés : la
boucle (A-loop), la boucle P ou motif de Walker A, le motif de Walker B, la boucle D (D-loop),
la boucle H (H-loop), la boucle Q (Q-loop) et le motif signature des ABC (ABC motif) (Figure
15C).

La boucle Q est située a l'interface entre les deux sous domaines des NBDs, le sous-
domaine de type RecA et le sous-domaine a-hélicoidal. La boucle Q est également un site
majeur d'interaction avec les TMDs (Figure 15A). Le motif de signature ABC se trouve dans le
sous-domaine a-hélicoidal et c’est un motif caractéristique de la superfamille ABC. Il a été
établi que chez certains transporteurs ABC, il participerait a la dimérisation des deux NBDs
(Ramaen et al. 2005).

Les différents motifs participent notamment a la fixation et I’hydrolyse de I’ATP. Par
exemple, l'interaction du motif signature des ABC avec I’ATP a été mise en évidence dans
certains transporteurs (Smith et al. 2002). De son c6té, la boucle A aide le positionnement de
I’ATP et le motif de Walker A (GXXGXGK(S/T) interagit avec le phosphate B et y de I'ATP. La
boucle H contient un résidu histidine trés conservé qui, en interagissant avec |'aspartate
conservé de la boucle D, contribue aux positionnements de la molécule d’eau, de I'adénine et
du magnésium. Le motif de Walker B contribue a coordonner l'ion magnésium via le résidu
aspartate conservé. Adjacent a ce motif, un résidu glutamate conservé agit comme le résidu
catalytique de I’hydrolyse de I’ATP (Orelle et al. 2003). Les changements de conformation de
la boucle D affectent la géométrie du site catalytique et contribuent a la formation du site
d'hydrolyse de I'ATP.

Les deux NBD des transporteurs ABC peuvent adopter différentes orientations |'un par
rapport a l'autre : ils peuvent se serrer I'un contre l'autre (conformation fermée) ou se
dissocier partiellement (conformation ouverte) (Figure 15A). Il existe deux sites de liaison a
I'ATP a l'interface entre les deux monomeres, qui sont reliés par une (pseudo)symétrie double.
La liaison a I'ATP favorise la formation de la conformation fermée car chaque molécule d'ATP
interagit avec des motifs des deux NBD (Figure 15A). C'est uniquement lorsque les monomeres
sont serrés les uns contre les autres que I'hydrolyse de I'ATP peut avoir lieu. La libération du
phosphate et de I’ADP apres I'hydrolyse de I'ATP déstabilise le dimére et permet aux NBDs de
s'écarter. De plus, au cours de ce cycle catalytique, le sous-domaine de type RecA et le sous-
domaine a-hélicoidal au sein de chaque NBD tournent I'un vers 'autre lorsque I'ATP est lié et
s'éloignent I'un de 'autre apres I'hydrolyse et la libération de ’ADP et du phosphate. De cette
facon, I'énergie chimique de [I'hydrolyse de I'ATP est transformée en énergie
conformationnelle qui peut étre transmise aux TMD pour favoriser I'acces alterné de la voie
de translocation du substrat aux deux cotés de la membrane.
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Bien que les diméres possedent deux sites d’hydrolyse de I’ATP, cela ne signifie pas
forcément que les transporteurs ABC utilisent deux molécules d’ATP. En effet, certains
transporteurs ABC contiennent un seul site ATPase complet car le second site est dégénéré
(Procko et al. 2009; P. M. Jones et George 2013). Cependant, ce n'est pas une propriété
universelle, par exemple, dans le transporteur de maltose MalEFGK2, deux sites ATPase
fonctionnels sont requis (Fetsch et Davidson 2002).

ABC motif D-loop
LSGGQ SALD
N T HC
Walker B H

POOPD(E) H-switch
Figure 15 : Représentation schématique des NBDs et des différents motifs conservés

(A) Au niveau de la membrane, les NBDs sont attachés aux TMDs (en gris) via des hélices de couplage (en
rouge) présentes dans les boucles des TMDs. La liaison et [I'hydrolyse de I'ATP provoquent des
réarrangements dans les NBDs, qui sont propagés aux TMDs via les hélices de couplage. (B) Les hélices de
couplage des TMDs et des NBDs ainsi que les NBDs sont présentés vue de dessus. Les NBDs sont composés
du domaine a-hélicoidal en vert et domaine de type RecA en violet. (C) Les positions relatives des motifs de
séquence dans les NBDs sont représentées : boucle A en rouge; Walker A en magenta; Walker B en orange;
boucle D en bleu; boucle H en vert; motif ABC en bleu cyan et boucle Q en jaune.

Cette figure provient de la publication de Beek et al. (ter Beek, Guskov, et Slotboom 2014)
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1.3 — Les domaines transmembranaires (TMDs)

Au contraire des NBDs, les TMDs présentent des repliements et des topologies
distincts. La variété de structuration des TMDs en lien avec la variété de molécules
transportées pourrait amener a bouleverser la classification préalablement établie par Dassa
et Bouige (Dassa et Bouige 2001). En effet, en 2001, Dassa et Bouige avaient élaboré un arbre
phylogénétique qui avait permis de réaliser la premiéere classification des transporteurs ABC
(Chapitre 1ll, partie 1.1 ; (Dassa et Bouige 2001)). Mais en 2020, en se basant sur les nouvelles
connaissances structurales des TMDs, une classification revisitée a été proposée par Thomas
et al. (Thomas et al. 2020) (Figure 16).

La proposition d’'une nomenclature révisée provient de la richesse récente des
structures des transporteurs ABC déterminées par cristallographie aux rayons X et par
microscopie cryo-électronique a une seule particule, qui a dévoilé une diversité remarquable
de repliements des TMDs. L’abondance d'informations structurales fournit ['occasion
d'introduire une nomenclature universelle qui combine les analyses phylogénétiques
précédentes avec les nouvelles découvertes provenant des structures a haute résolution. La
nomenclature regroupe les transporteurs ABC en types distincts, | a VII, sur la base du
repliement de leur TMD (Thomas et al. 2020) (Figure 16).

Les types | a lll correspondent a des importateurs qui possédent soit des protéines
fixatrices du substrats (SBP) ou un composant transmembranaire de liaison au substrat. Le
nombre d’hélices transmembranaires de ces TMDs varient de 5 a 10 (Thomas et al. 2020). lls
sont impliqués dans I'import de molécules essentielles. Par exemple, le transporteur MalFGK;-
E de type | transporte le maltose (Bao et Duong 2014), le transporteur BtuCD-F de type Il prend
en charge la vitamine B12 (Borths et al. 2005) et le transporteur LbECF-FolT de type Il prend
en charge le folate (Vitamine B9) (Q. Zhao et al. 2015).Ces trois types de transporteurs ABC
sont retrouvés seulement chez les procaryotes.

Les types IV et V, mais particulierement les membres du type IV, ont des fonctions tres
variées. Les membres du types IV peuvent étre des importateurs, des exportateurs, des
floppase lipidique, des canaux ioniques et des régulateurs transcriptionnels (Thomas et al.
2020). Le nombre d’hélices transmembranaires de ces TMDs est au nombre de 6. Ces deux
types de transporteurs sont présents a la fois chez les eucaryotes et les procaryotes.

Enfin les types VI et VII correspondent a des transporteurs de type exportateurs. Le
transporteur Lpt de type VI est connu pour participer au transport du LPS vers la membrane
externe (Sperandeo et al. 2007). Le systeme MacB de type VIl est impliqué dans la résistance
aux antibiotiques (Greene et al. 2018). De nombreux transporteurs ABC de type MacB
interviennent dans divers processus cellulaires, notamment la détection des antibiotiques, la
division cellulaire et le trafic des lipoprotéines comme les systémes FtsEX et LolCDE (Pichoff,
Du, et Lutkenhaus 2019; Nickerson et al. 2018). Le nombre d’hélices transmembranaires de
ces TMDs est au nombre de 6 pour le type VI et de 4 pour le type VII.

La classification évoluera trés certainement avec des nouvelles découvertes de
structures des transporteurs ABC.
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Figure 16 : Classification des transporteurs ABC selon le repliement de leur TMD

Les membres de la superfamille des transporteurs ABC peuvent étre regroupés en types distincts en fonction
du repliement de leurs domaines TMDs. Seuls les exemples les plus représentatifs sont présentés pour
chaque type. Ils ne reflétent pas nécessairement l'abondance ou l'importance du type respectif, mais
soulignent la structure commune et la diversité fonctionnelle des transporteurs.

Les deux TMDs de chaque transporteur sont représentés en vert et en bleu, respectivement, sauf dans les
cas ou les TMD font partie de la méme chaine polypeptidique (couleur bleue uniforme) L’extrémité C-
terminal est symbolisée par un C et I'extrémité N-terminale est symbolisée par un N. Les composants de
liaison au substrat des transporteurs de type | a Ill sont illustrés en orange. Les domaines auxiliaires et les
hélices supplémentaires (TM) sont représentés en saumon. Dans le type I, le composant de couleur saumon
noté P2 est une boucle extra-cytoplasmique. Dans le type Il, le composant de couleur saumon noté 8-jr
correspond a un domaine « B-jellyroll-like ». Dans le type VI, les deux composants de couleur saumon notés
PLD correspondent a des domaines périplasmiques. Les directions du transport des substrats sont indiquées
par des fléches rouges.

Cette figure a été adaptée d partir de celle de Thomas et al. (Thomas et al. 2020).
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1.4 — Les protéines de fixation du substrat (SBPs)

La SBP est un constituant soluble des transporteurs ABC qui est situé sur le coté trans
de la membrane. Les SBP pour différents substrats présentent des affinités de liaison trés
variables (Berntsson et al. 2010). Les constantes de dissociation sont souvent de |'ordre de
0,01 a 1 uM (Davidson et al. 2008) mais sont parfois beaucoup plus faibles ou plus élevées.
Par exemple, MolA de Haemophilus influenzae a une affinité d’environ 100 uM pour le
molybdate et le tungstate (Tirado-Lee et al. 2011) et TbpA de E. coli a une affinité de 2,3 nM
pour la thiamine (Soriano et al. 2008). Les SBPs sont soit liées par un polypeptide au TMD du
transporteur, soit connectées a la membrane par une ancre lipidique ou une hélice
transmembranaire séparée, soit diffusent librement dans le périplasme.

Bien que les SBPs puissent varier considérablement en termes de séquence et de taille,
et qu'elles aient des spécificités de substrat trés différentes, elles partagent une architecture
générale hautement conservée avec deux domaines ou lobes qui sont reliés par une région
charniere. Sur la base de leur structure et d’'une étude phylogénétique, les SBP peuvent étre
classées en six groupes/clusters différents (tableau 4) (Berntsson et al. 2010). Chaque groupe
de SBP reconnait des types de substrat différents allant des ions (Delepelaire 2019) aux
oligopeptides (Slamti et Lereclus 2019) en passant par les sucres et les acides aminés.

Tableau 4 : Classification des SBPs

Cluster Sous-cluster Type de substrats Principales caractéristiques
A | Métaux, ions Une seule hélice a rigide relie les deux
1] Sidérophores domaines.
B Glucides, Leu, lle, Val, autoinducteur-2 Trois segments d'interconnexion entre les deux
domaines
C Di- et oligopeptides, Arg, cellobiose, nickel ~ Un domaine supplémentaire. Ces SBP sont
nettement plus grandes.
D | Glucides Deux charnieres relativement courtes entre les
1] Putrescine, thiamine deux domaines
1 Oxyanions tétraédriques
E Acide sialique, acides 2-céto, ectoine, acide  Grande hélice flexible entre les deux domaines.
pyroglutamique Uniquement associé aux transporteurs TRAP.
F | Anions planaires trigones, ligands inconnus  Deux charniéres entre les deux domaines

Il
]
v

Méthionine
Solutés compatibles
Acides aminés

comme dans le cluster D, mais ces charniéres
sont presque deux fois plus longues, ce qui
donne plus de flexibilité au SBP

Ce tableau a été adapté a partir des publications (ter Beek, Guskov, et Slotboom 2014; Berntsson et al.

2010).
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2 — Les transporteurs ABC de E.coli

2.1 — Fonctionnement du transporteur MalFGK»-E

Les ABC transporteurs ont été découverts chez les bactéries vers 1980. Les deux premiers
transporteurs ABC caractérisés sont I'importateur de I'histidine, HisIMQP, chez Salmonella
typhimurium et I'importateur du maltose, MalFGK>-E, chez E. coli (Gilson et al. 1982).

Le transporteur MalFGK;-E est un des importateurs dont le mécanisme a été le mieux
étudié (Figure 17). Ce transporteur est composé de MalF et MalG qui sont les TMDs, d’un
homodimeére de la NBD, MalK; et enfin de la SBP, MalE (Figure 17). Des analyses biochimiques,
structurales et biophysiques ont décrypté le mécanisme d’action de ce transporteur ABC. Le
maltose et les maltodextrines peuvent traverser la membrane externe via des protéines de la
membrane externe (Szmelcman et Hofnung 1975). Une fois dans la périplasme, MalE fixe le
maltose ou les différentes maltodextrines avec une forte affinité (Quiocho, Spurlino, et
Rodseth 1997). MalE fixée au sucre va venir s"amarrer au niveau des TMDs et déclenche un
changement conformationnel de MalK, qui rend le site de liaison du substrat dans MalF
accessible. Le maltose se fixe sur MalF. A la suite de I’hydrolyse de I’ATP, le transporteur
reprend son état de repos et le maltose entre I'intérieur de la cellule (Machtel et al. 2019)
(Figure 17). L’étude approfondie du mécanisme de ce transporteur permet de décrypter de
maniere générale le fonctionnement des importateurs ABC et il pourra étre inféré a d’autres
transporteurs similaires.

2.1 — Les différents transporteurs ABC de E. coli

Chez les bactéries, le nombre de transporteurs ABC est relativement variable. Par
exemple, Agrobacterium tumefaciens, qui est une bactérie retrouvée dans le sol, possede plus
de 200 transporteurs ABC alors que certaines bactéries avec un spectre d’héte restreint en
posséde trés peu (Davidson et al. 2008). E. coli K12, quant a elle, possede plus de 70
transporteurs ABC donc 52 fonctionnels (Figure 18). Les transporteurs ABC représentent
environ 5% du génome de E. coli.

La majorité des transporteurs ABC de E. coli sont des importateurs d’une large variété de
composés essentiels pour la cellule (45 sur 52, figure 18). En effet, ils importent des minéraux,
des ions organiques, des phosphates, des acides aminés, des monosaccharides, des
oligosaccharides, des polyols, des lipides, des peptides et des métaux. On peut supposer que
leur fonctionnement est similaire a celui de I'importateur MalFGK2-E, précédemment décrit.

E. coli possede un transporteur ABC qui n’est pas lié au transport. Il s’agit du transporteur
FtsEX, qui est impliqué dans la division cellulaire (Pichoff, Du, et Lutkenhaus 2019).

Enfin elle posséde six transporteurs ABC qui sont proches des transporteurs de type
eucaryotes et qui jouent ou pourraient jouer un réle dans I’'export. Parmi eux, le transporteur
MacB a été décrit comme un transporteur des antibiotiques de type macrolides. (Greene et
al. 2018).
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Figure 17 : Fonctionnement de I'importation du maltose par le transporteur ABC, MalEFGK

Le transporteur est composé d’une SBP, MalE, de deux TMDs, MalG et MalF ainsi que d’une ATPase en
dimeére, MalK>. L’import du maltose est réalisé en 4 étapes. A la suite de la fixation du maltose, MalE adopte
une forme fermée et va aller s’amarrer aux TMDs, cela induit un changement conformationnel des NBDs qui
se ferment pour pouvoir hydrolyser I'ATP. A la suite du changement de conformation, le site de liaison de
MalF est alors accessible pour accueillir le maltose. Enfin apres I’hydrolyse de I’ATP, le transporteur retourne
a I’état de repos et le maltose termine sa translocation vers le cytoplasme.

Cette figure a été adaptée a partir de celle de la publication de Métchell et al. (Méichtel et al. 2019).
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Figure 18 : Les transporteurs ABC chez E. coli K12
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Les composants des transporteurs ABC de E. coli K12 ainsi que leurs réles sont présentés ci-dessus. Le
périplasme, la membrane interne et le cytoplasme sont symbolisés respectivement en bleu, noir et bleu clair.
Lorsque le composant est dans le cadre violet, cela signifie qu’il est non fonctionnel (AapJ/YhdW et PhnE).
Les transporteurs sont divisés en trois types : importateurs, exportateurs et sans fonction dans le transport.
Les données ont été collectées a partir de la base de données KEGG (https://www.genome.jp/kegg-

bin/show_pathway?eco02010).



Introduction

Objectifs de these

1 — Le systeme a deux composants, ZraPSR

Comme il a été évoqué dans le début de I'introduction, les bactéries sont soumises a
des environnements trés changeants voire hostiles. L'intégration des signaux de stress
environnementaux dans les réseaux de régulation transcriptionnelle est fondamentale dans
I’adaptation des bactéries. Certains environnements perturbent I'enveloppe et générent des
stress membranaires et activent la réponse au stress de I’enveloppe. Dans la littérature, 5 ESRs
principales ont été décrits chez E. coli : RpoE, Cpx, Rcs, Bae et Psp. Néanmoins, la découverte
de nouveaux ESR n’est pas a exclure. Récemment, le systeme ZraPSR a été proposé comme
un nouvel ESR (Rome et al. 2018).

Le systeme ZraPSR est un systeme de fonctionnement similaire a CpxPAR. Il est
composé d’un senseur, ZraS, d’un régulateur transcriptionnel, ZraR, et d’une protéine
périplasmique, ZraP. Chez Salmonella enterica et Escherichia coli, le systéeme Zra est fortement
induit par le zinc (Appia-Ayme et al. 2011; Petit-Hartlein et al. 2015; Leonhartsberger et al.
2001). De par cette forte induction, il a premiérement été proposé comme un systeme
impliqué dans ’lhoméostasie du zinc (Leonhartsberger et al. 2001). Néanmoins, il s’est avéré
gue ce systéme n’est pas impliqué dans ce phénoméne (Petit-Hartlein et al. 2015) mais dans
la résistance aux antimicrobiens (Appia-Ayme et al. 2011; Rome et al. 2018). Enfin, les travaux
antérieurs au laboratoire ont montré que la délétion du systéme Zra induisait un sensibilité
accrue aux antimicrobiens mais également un défaut de perméabilité membranaire en
présence de ces derniers (Rome et al. 2018). Cela pourrait étre lié avec un réle du systeme
ZraPSR dans la réponse au stress de I'enveloppe.

Dans un premier temps, nous avons évalué la conservation du systeme Zra chez les
entérobactéries. Ce systeme est trés conservé en particulier chez les entérobactéries
pathogenes. Dans le but de mieux comprendre sa fonction, nous avons choisi d’étudier le
systeme Zra chez Citrobacter rodentium, un pathogéne murin qui est un modéle robuste et
simple a mettre en ceuvre. Dans un second temps, nous avons complété son étude chez E. coli
afin de comprendre le mécanisme d’action moléculaire de ce systéme. Pour cela nous avons
décrypté la fonction de génes appartenant au régulon ZraR (Figure 19).

1.1 — Quelle est la fonction du systeme Zra chez C. rodentium ? ZraP est-elle

impliquée dans la virulence ?

La conservation du systeme ZraPSR au sein des entérobactéries a été analysée. Il
s’avere que le systéme ZraPSR, lorsqu’il est présent, est conservé dans son intégralité. Le
systéme est conservé chez certains membres de la famille des Enterobacteriaceaeee, des
Yersiniaceae et des Budviciaceae. Etant donné que le systéeme ZraSR a été mis en avant par
Thomassin et al. dans le pouvoir pathogene de C. rodentium (Thomassin et al. 2017), Le
systéme ZraPSR a été caractérisé chez cette bactérie, selon trois axes : étude de sa régulation
transcriptionnelle, analyse de son implication dans la résistance aux antibiotiques ainsi que
dans la virulence de la bactérie.
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1.2 — Quels sont les genes régulés par ZraR ?

Afin de mieux appréhender le fonctionnement du systéme ZraPSR, les genes modulés
par ZraR ont été identifiés. Pour cela, une approche d’immunoprécipitation de la chromatine
associée a ZraR (ChlIP, Chromatin ImmunoPrecipitation) a été mise en ceuvre antérieurement
au laboratoire. Cette approche a permis d’identifier une quarantaine de sites de fixation de
ZraR. Jai ensuite étudié I'expression des cibles par gRT-PCR entre la souche sauvage et la
souche mutante AzraR. Cette étude a permis d’aboutir a une publication (Rome et al. 2018).
Néanmoins, un probléme au niveau de la souche mutante AzraR a été identifié et les analyses
ont été refaites. Cela a permis de montrer que le régulateur régule négativement cinqg cibles.
Parmi ces cibles, les genes yrdD et yjjY ont été étudiés en se focalisant sur leur implication
dans la résistance aux antimicrobiens.

Chez E. coli Chez C. rodentium
REPONSE AU

STRESS

REPONSE AU
STRESS ?

STRESS

2b - Peut-on trouver de nouveaux
effecteurs a la réponse au stress?

1a - Quelle est la fonction du
systéme Zra chez C. rodenituni?

ZraR active
VIRULENCE
ARN polymerase ’
ZraRo .‘o’
SENSIANENY R gene ZN .
2a - Quelles sont les cibles du 2
. régulateur ZraR chez E. col? 1b - La protéine ZraP est-elle impliquée
° dans la pathogénie de C. rodenti

ZraR
ONSEASIANLY 27 gene 4N

Figure 19 : Caractérisation du systéme Zra chez E. coli et C. rodentium
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2 — Quelle est |la fonction du transporteur ABC, YhdWXYZ ?

L’enveloppe des bactéries est une structure qui limite drastiquement la perméabilité. Les
échanges avec le milieu sont régulés par des transporteurs. Parmi ces transporteurs, les
transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) sont impliqués dans le transport d’une large variété
de substrats. L'identification des sites de liaison du régulateur ZraR avec I’ADN par ChlIP-seq a
fait ressortir le transporteur ABC, YhdWXYZ (aussi appelé AapJQMP). Ce transporteur est
conservé chez de nombreuses entérobactéries notamment dans la famille des
Enterobacteriaceaeee, Pectobacteriaceae et Yersiniaceae. Le transporteur Yhd a été identifié
in silico comme un importateur d’acides aminés et expérimentalement chez Rhizobium
leguminosarum (Linton et Higgins 1998; Walshaw et Poole 1996). Il est composé d’une
protéine fixatrice du substrat (SBP), YhdW, de deux domaines transmembranaires (TMD),
YhdX et YhdY, ainsi que d’un ATPase (NBD), YhdZ.

L’objectif de ce travail a été de mieux comprendre la fonction de ce transporteur. Nos analyses
de séquences montrent que chez certaines bactéries la délétion d’'une base a provoqué un
décalage de cadre de lecture aboutissant a un codon STOP anticipé et donc a une protéine
YhdW tronquée. Aussi, nous avons choisi d’étudier ce transporteur chez une bactérie qui
possede la version tronquée de YhdW, E. coli, et une bactérie ou YhdW est présente dans son
intégralité, C. rodentium (Figure 20).

Chez E. coli K12, nous avons ainsi étudié le phénotype de souches mutantes de ce
transporteur ainsi que sa régulation transcriptionnelle et mis en évidence un réle dans le
transport d’antibiotique.

Chez le pathogéne murin C. rodentium et chez le phytopathogéne Dickeya dadantii, le
systéme Yhd est présent dans son intégralité. Le systéme a été particulierement étudié chez
C. rodentium. Des analyses biochimiques et génétiques ont été menées et montré un role de
ce transporteur dans le transport des acides aminés. De plus, I'implication de ce transporteur
dans la pathogénie de C. rodentium et D. dadantii a été évaluée.
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Chez E. coli o Chez C. rodentium
Antimicrobiens Q %\/’;
A
STRESS . R 4
3b - Le transporteur Yhd est-il impliqué o

dans la réponse aux antimicrobiens ?

3d - Le systeme Yhd est-il impliqué
dans la pathogénie de C. rodentium?

Souris

3c- Quel est le substrat de YhdW ?

NG,
o

ZraR active

3a - ZraR régule t-il
l'expression de l'opéron Yhd?

Figure 20 : Caractérisation du systéeme Yhd chez E. coli, C. rodentium et D. dadantii
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Matériels et méthodes

Chapitre IV - Matériels et méthodes

1 - Méthodes microbiologiques

1.1 - Souches bactériennes et plasmides
Les souches bactériennes et plasmides utilisés sont décrits dans les tableaux 5 et 6. Les
souches dérivent de Escherichia coli K12 et de Citrobacter rodentium DBS100 (ATCC 51459).

1.2 - Composition des milieux de culture

1.2.1 - Milieu riche LB

La composition de ce milieu est la suivante : NaCl 10 g.L'! ; bactotryptone 10 g.L! ; extrait de
levure 5 g.L'! ; pH 7. Ce milieu constitue un milieu nutritif complet utilisé habituellement pour
la croissance des bactéries. Il peut également étre sous forme solide (GL).

1.2.2 - Milieu minimum M63

La composition de ce milieu est la suivante : KH,P04 13,6 g.L'%; (NH4)2S04 2 gL't ; MgS04 0,2
g.L'r; FeS04 0,5 mg.L't; pH 7,2. Ce milieu sert de base minimale et doit étre complémenté par
une source de carbone comme du glucose 0,2%, du glycérol 0,2% ou du citrate 0,2%. Il peut
étre utilisé sous forme solide (G).

1.2.3 - Milieu MacConkey Sorbitol

La composition de ce milieu est la suivante : tryptone (17 g.L-1) ; peptone de viande (3 g.L-1) ;
sels biliaires (1,5 g.L-1) ; Sorbitol (10g.L-1) ; cristal violet (0,001 g.L-1) ; Rouge neutre (0,03 g.L-
1) ; NaCL (5g.L-1), Agar (13,5 g.L.-1) ; pH 7,1. La gélose Mac Conkey est un milieu sélectif pour
I'isolement des entérobactéries. En effet, le cristal violet et les sels biliaires, qu’elle contient,
sont des agents sélectifs qui freinent le développement des bactéries a Gram positif.
L'orientation de l'identification est basée sur l'utilisation du sorbitol, repérable grace a un
indicateur de pH (rouge neutre).

1.3 - Préparation des milieux

Les milieux complets (LB) et minimums (M63) employés sont préparés selon Miller (Miller
1972) sous forme liquide ou solide aprés addition de 12 g.L'! d’agar. Les antibiotiques sont
ajoutés s’il y a lieu aux concentrations finales: ampicilline (100 pg.mL?), kanamycine
(50pg.mL1) ou de chloramphénicol (20pg.mL™).
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Tableau 5 : Souches bactériennes utilisées pour cette étude

Souches Caractéristiques Sources
Souche dérivée de Escherichia coli K12 . .
W3110 F- mcrAmerB IN (FraD-rrnE)L A Collection du laboratoire
W3110 AzraR | W3110, AzraR | (Petit-Hartlein et al. 2015)
W3110 AzraP W3110, AzraP (Petit-Hartlein et al. 2015)
W3110 AyhdW | W3110, Ayhdw | Ce travail
W3110 AyhdXY | W3110, Ayhdxy | Ce travail
W3110 AyhdWXYZ | W3110, AyhdWXYZ | Ce travail
W3110 AyrdD | w3110, ayrdD | Ce travail
W3110 AyjjY | w3110, Ayjjy | Ce travail
W3110 AzraRmdtL | W3110, AzraRmdtL | Ce travail
W3110 AfliA W3110, AfliA Ce travail
BW25113 Souche dérivée de Escherichia coli K12 Collection du laboratoire
F- DE(araD-araB)567 lacZ4787(del)::rrnB-
3 LAM- rph-1 DE(rhaD-rhaB)568 hsdR514
BW25113 AzraR BW25113, AzraR Ce travail
RCL2 Souche Nal® dérivée de Citrobacter (Gueguen et Cascales
rodentium DBS100 (ATCC 51459) 2013)
RCL2 AzraR RCL2, AzraR Ce travail
RCL2 AzraP ‘ RCL2, AzraP ‘ Ce travail
RCL2 AyhdW | RCL2, AyhdwW | Ce travail
RCL2 AyhdWXYZ | RCL2, Ayhdwxyz | Ce travail
RCL2 AasnA ‘ RCL2, AasnA ‘ Ce travail
RCL2 AasnB ‘ RCL2, AasnB ‘ Ce travail
RCL2 AasnAasnB RCL2, AasnAasnB Ce travail
RCL2 AasnAasnByhdWXYZ RCL2, AasnAasnByhdWXYZ Ce travail
3937 Souche dérivée de Dickeya dadantii 3937 Collection du laboratoire
3937 AyhdWXYZ 3937, AyhdWXYZ Ce travail
Souche dérivée de Escherichia coli K12
F- deoR endA1 gyrA96 hsdR17(rx- mg+)
DH5a recA1 relA1 supE44 thi-10(lacZYA- (Woodcock et al. 1989)
argFv169), ® 80lacZDM15
Souche dérivée de Escherichia coli B
BL21 F—ompT gal [dcm] [lon] hsdSg(rs- ms-) (Studier et Moffatt 1986)

(DE3)
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Tableau 6 : Plasmides utilisés pour cette étude

Matériels et méthodes

Nb : Les clonages sont réalisés a partir de génes ou d’opéron provenant de E. coli sauf mention d’un autre

organisme.
Plasmides Caractéristiques Source Role
pKD13 AmpR, géne de Kan® entouré de sites FRT, (Datsenko et
oriRyR6k Wanner 2000a)
pKD3 AmpR, géne de Cm® entouré de sites FRT, (Datsenko et
oriRyR6k Wanner 2000a)
pKD46 AmpR, opéron Ared yBa inductible par (Datsenko et
I'arabinose, oriR101, repA101-ts Wanner 2000a)
pKOBEG CmR®, opéron Ared yBa inductible par (Chaveroche, Création d
I'arabinose, oriR101, repA101-ts Ghigo, et d’Enfert réation de
2000) mutants
pRE112 CmR, géne sacB Collection du
laboratoire
pRE112-YhdXZ CmR, géne sacB, 500pb amont et aval de Ce travail
I"'opéron yhdWXYZ
pCP20 AmpR, CmR®, FLP*, oriR101, repA101-ts (Datsenko et
Wanner 2000a)
pLux Kan®, luxCDABE, Ori p15A Collection du
laboratoire
PfliA ::lux Fusion de promoteur fliA de E. coli avec les Ce travail
genes JuxCDABE dans pLux
PyhdW::lux Fusion du promoteur de yhdW de E. coli Ce travail
avec les genes luxCDABE dans pLux
PyhdW::lux (RCI2) Fusion du promoteur de yhdW de C. Ce travail
rodentium RCL2 avec les genes luxCDABE
dans pLux
PyhdX::lux Fusion du promoteur de yhdX de E. coli Ce travail
avec les génes luxCDABE dans pLux
. . Fusions
PyhdX::lux (RCI2) Fusion du promoteur de yhdX de C. Ce travail

PzraP::lux (W3110)

PzraP::lux (RCI2)

PzraS::lux

PzraS::lux (RCI2)

rodentium avec les genes luxCDABE dans
pLux

Fusion du promoteur de zraP de E. coli
W3110 avec les génes luxCDABE dans pLux

Fusion du promoteur de zraP de C.
rodentium RCL2 avec les genes luxCDABE
dans pLux

Fusion du promoteur de zra$ de E. coli avec
les génes luxCDABE dans pLux

Fusion du promoteur de zraS de
C.rodentium RCI2 avec les genes luxCDABE
dans pLux

(Petit-Hartlein et al.

2015)

(Petit-Hartlein et al.

2015)

Ce travail

transcriptionnelles
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Tableau 6 : Plasmides utilisés dans cette étude (suite)

Matériels et méthodes

Plasmides Caractéristiques Source Réle
pUC18 AmpR, vecteur de clonage (Yanisch-
Perron,
Vieira, et
Messing Complémentation de
1985) mutation
pUC18-yrdD Geéne yrdD et son promoteur clonés | Ce travail
dans pUC18
pET30 Kan®, promoter T7, vecteur de | Novagen
surexpression
Surproduction de protéine
PET30-YhdW (RCL2) | ORF yhdW (RCL2) clonée dans | Ce travail | O P P
pET30

1.4 - Conditions de culture et conservation des souches bactériennes

Les cultures sont généralement effectuées a 37°C en milieu LB. Pour assurer une croissance et
une bonne aération, la culture est réalisée en milieu liquide sous agitation (130rpm) en
erlenmeyer ou tube rempli au 1/5®™M, |’ensemencement s’effectue a partir d’un centiéme
d’une préculture en phase stationnaire de croissance cultivée dans la méme condition que la
culture finale. Pour les croissances en milieu solide, les boites sont généralement incubées a
37°Cen aérobiose. Le nombre de bactéries est estimé par mesure de la turbidité, exprimée en
unités de densité optique a 600nm (D.O. s00nm). Une unité de D.O. s0onm correspond a environ
4,5.108 bactéries par mL. Les souches sont conservées a 4°C sur boites de pétri ou a -80°C dans
leur milieu de culture additionné de glycérol 15%.

1.5 - Détermination de seuil de toxicité des métaux pour différentes souches

bactériennes

Des précultures liquides sont effectuées comme précédemment décrits en absence de métaux
jusqu’a I'obtention d’une D.O. soonm de 0,6. Ces cultures sont utilisées a D.O. soonm finale de
0,006 pour inoculer 200uL de milieu LB supplémenté ou non avec des concentrations
croissantes en métaux dans une microplaque de 96 puits. La plaque est placée a 37°C sous
agitation (280rpm) dans I'incubateur du lecteur de microplaque Infinite® 200 Pro (Tecan). Au
bout de 10h de culture, la D.O. s0onm €st mesurée et utilisée pour estimer la croissance des
différentes souches. Le pourcentage de survie en présence des différentes concentrations de
métaux est calculé selon la formule suivante :

" . Croissance bacterie avec métal (D.0.600nm ) % 100
osurvie = Croissance bactérie sans métal (D.0.600nm )
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1.6 - Dénombrement apres stress biocide sur milieu solide

Les bactéries sont mises en culture dans du LB a 37°C sous agitation jusqu’a D.O. soonm de 0,1.
Ces cultures sont réparties dans des microtubes dans lesquels un antibiotique ou de I'eau
stérile est ajouté. Les bactéries sont ensuite incubées 1h sous agitation a 37°C. Ensuite, les
cultures sont diluées en cascade d’un facteur 10 a 10000 dans du LB. Puis 50uL de la dilution
10 est déposé en mode exponentiel sur boite de LB agar a I'aide du spiraleur. Le mode de
dépot exponentiel du spiraleur est un ensemencement avec une concentration logarithmique
décroissante. C’est-a-dire que la dilution 10 est étalé au centre puis ensuite elle est dilué
jusqu’a 107 a la périphérie de la boite. Aprés 24h d’incubation a 37°C en aérobiose, un
dénombrement est réalisé a I'aide du scanner pour estimer la survie bactérienne. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de survie selon la formule suivante :

_ nb bactérie avec antibiotique (CFU/mL)
% survie = — ——— X100
nb bactéries sans atibiotique (CFU/mL )

1.7 - Test de perméabilité de I'enveloppe LIVE/DEAD

Une culture bactérienne est réalisée en milieu riche a 37°C sous agitation jusqu'a D.0.600nm
de 0,1. Cette culture est répartie dans des microtubes avec un antibiotique ou de I'eau stérile.
Le dénombrement des cellules présentant un défaut d’intégrité membranaire apres
traitement a été estimé en utilisant le kit LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability
(ThermoFisher Scientific). Aprés 45 min d’incubation a 37°C, en suivant les instructions du kit,
1uL de SYTO9® ainsi que 1L d’lodure de Propidium (IP) sont rajoutés et les cellules sont de
nouveau incubées sous agitation a 37°C durant 15min. Chaque culture a été déposée sur une
lame de milieu LB 1% agarose selon la méthode décrite par Lesterlin et Dubarry (Lesterlin et
Duabrry 2016). L'observation des bactéries est réalisée avec un microscope a fluorescence
Eclipse Ti-E microscope (Nikon). L’acquisition des images a été réalisée pendant 10 ms pour le
SYTO9® et I'IP en les excitant a 488 nm et 560 nm respectivement. Toutes les cellules sont
marquées en vert par le SYTO9®. En revanche, les cellules dont I'intégrité membranaire est
endommagée, sont colorées en rouge par I'iodure de propidium (Stocks 2004) (Figure 21). A
la suite de I'acquisition des clichés, le dénombrement des cellules rouges et vertes a été
effectué a I'aide du logiciel Fiji sur un total d’environ 700 cellules en triplicat, cela a permis de
calculer le pourcentage de cellules dont I'intégrité membranaire est altérée grace a la formule

suivante :

) e, _ nb bactérie rouges
% défaut d'intégrité membranaire = — X100
nb bactéries totales
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Coloration verte
Stress

i ® Membrane intacte
antibiotique

Coloration avec
le SYTO9

Coloration avec
I'lP

Coloration rouge

Membrane altérée

Figure 21 : Représentation schématique du principe de la coloration Live/dead (SYTO9®/lodure de
propidium)

La membrane bactérienne est perméable au colorant SYTO9® qui marque en vert les acides
nucléiques de I'ensemble des cellules de I’échantillon, tandis que I'iodure de propidium (IP)
est un intercalent de I’ADN qui contrairement au SYTO9® ne peut pas diffuser a travers la
barriere membranaire. Cette méthode permet de différencier les cellules dont la membrane
est intacte (colorées en vert) des cellules dont la membrane est endommagée (colorées en
rouge).

1.6 - Test de mobilité

A partir d’'une boite de pétri de la souche cible striée la veille, une colonie est récupérée avec
une oese puis celle-ci est piquée au milieu d’'une boite GL 0,3% supplémenté ou non avec une
concentration subinhibitrice de zinc (500puM). La boite est incubée a 37°C environ 24h au bout
desquelles le diameétre de mobilité est mesuré.

1.7 - Transduction généralisée avec le phage P1

Le protocole a été notamment adapté de la publication de Thomason et al. (Thomason,
Costantino, et Court 2007). Le stock de phage P1lvir est réalisé en milieu liquide par infection
de 5mL de souche donneuse cultivée a D.O. sponm e€nviron 0,2 en LB supplémenté en MgSO4
8mM et CaCl, 4mM avec 0,5mL d’un stock précédent. Le mélange est ensuite placé a 37°C
avec agitation (230rpm) jusqu’a lyse compléte des bactéries (3 a 4h). Le lysat, récupéré par
centrifugation, est stérilisé par 0,2mL de chloroforme et stocké a 4°C. La transduction est
effectuée pendant 30 min a 37°C par mise en contact de la souche receveuse cultivée en phase
exponentielle de croissance en LB MgSO4 8mM et CaCl, 4mM avec le stock de phage, a une
multiplicité d’infection de 1 phage pour 10 bactéries. Cette étape permet a un fragment
chromosomique de la souche donneuse encapsidé dans une particule phagique de pénétrer
dans la cellule receveuse et de recombiner. Aprés trois lavages en LB additionné avec du
citrate 0,1% pour éliminer le phage non adsorbé, une culture d’expression est effectuée
durant 1h en milieu LB additionné avec du citrate 0,1%. Les bactéries sont ensuite étalées sur
le milieu sélectif approprié 24h a 37°C.
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1.8 - Test d’infection de souris par C. rodentium

L’ensemble des protocoles utilisés ont été adapté de la publication de Crépin et al. (Crepin et
al. 2016). Ces expériences d’infection sont réalisées en collaboration avec I'animalerie Dubois.
L’analyse des lames de microscopie et I’élaboration du score de pathogénie ont été réalisées
en collaboration avec le vétérinaire Thierry Marchal.

1.8.1 - Préparation de I'inoculum bactérien

Les cultures des différentes souches bactériennes de C. rodentium RCL2 sont inoculées sur la
nuit a 37°C sous agitation (150rpm). Le lendemain matin, les cultures sont centrifugées a
3000rpm pendant 10min a 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot bactérien est repris dans
1/10%8™e de volume de PBS.

1.8.2 - Infection des souris par gavage oral

Les souris utilisées au cours de I’étude sont des souris femelles C56/BL7 dgées de 6 semaines.
Les souris ont une semaine d’acclimatation a I'animalerie avant le début de I'expérience.
Préalablement, les souris sont pesées et identifiées par un marquage. Les souris sont inoculées
oralement par 200uL de solution bactérienne, préparée ci-dessus, ou de PBS stérile pour le
groupe témoin non-infecté. Apres la procédure, les souris sont placées par groupe dans une
cage et leur rétablissement est surveillé. Puis I'excédent des différents inoculums bactériens
est dilué et étalé sur boite GL et MacConkey Sorbitol afin d’évaluer le nombre de bactéries
vivantes dans I'inoculum, environ 10° CFU.

1.8.3 - Suivi quotidien du poids des souris et de |la prolifération bactérienne

Chaque jour aprées l'infection, les souris sont pesées et leurs féces sont récupérées. Les
échantillons de féces sont pesés et resuspendus a raison de 0,1 g de feces pour 1 ml de PBS.
Les feces sont laissées ramollir pendant 20min dans le PBS puis ils sont dispersés par agitation
mécanique et par vortex. Le mélange est centrifugé 3s a 2 500g et des dilutions en série sont
réalisées puis étalées sur MacConkey Sorbitol. Le nombre de bactéries vivantes par gramme

de feces est ensuite déterminé.

1.8.4 - Evaluation de I’état microscopique des colons

1.8.4.1 - Préparation et coloration des coupes

Aux moments critiques, jour 7 et 14 post-infection, les souris sont sacrifiées par dislocation
cervicale conformément aux procédures scientifiques pour les animaux (loi de 1986) et les
régles d'éthique locales. Une portion de 0,5 centimeétre du colon terminal a été prélevée en
gardant le tube du colon intact. Les feces ont délicatement été poussées hors du colon et le
tissu a été lavé avec du PBS. Les tissus ont ensuite été fixés dans du paraformaldéhyde 4%. Les
échantillons sont déshydratés et inclus dans de la paraffine. Puis deux coupes par échantillon
sont réalisées a I'aide d’un microtome et déposées sur des lames. Les coupes sont ensuite
déparaffinées, réhydratées puis colorées.
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Les deux coupes subissent deux colorations différentes :

X/

++ La coloration HE (hématoxyline et éosine)

L’hématoxyline est un colorant qui a une affinité pour les molécules chargées négativement.
Il colore notamment en bleu le noyau par le biais de sa fixation aux acides nucléiques. L’éosine
est un colorant qui a une affinité pour les éléments cellulaires chargés négativement.

Il colore notamment en rose le cytoplasme et les autres éléments cellulaires. Cette coloration
permet de visualiser les différentes couches de I'épithélium intestinal.

+»+ La coloration PAS (Periodic Acid Schiff)

C’est une coloration spécifique composée d’acide périodique et de réactif Schiff. Elle permet
de mettre en évidence les mucopolysaccharides présents dans certains tissus conjonctifs et
dans le mucus. L’'acide périodique réalise I'oxydation d’un glucopyranose libérant des
fonctions aldéhydes qui vont réduire le réactif de Schiff qui révele alors une coloration rouge.
Cette coloration permet de visualiser les cellules caliciformes présentes dans la sous
mugueuse.

1.8.4.2 - Elaboration du score de pathogénie

L'analyse des coupes colorées au HE a permis d’évaluer notamment la longueur des cryptes
intestinales. Pour cela, pour chaque coupe, dix cryptes intestinales correctement orientées
sont mesurées a I'aide du logiciel ImagelJ. L'analyse des coupes colorées au PAS a permis de
visualiser I'impact sur les cellules caliciformes présentes dans la sous muqueuse.

1.9 — Test d’infection d’endives par D. dadantii

Les différentes souches bactériennes ont été cultivées une nuit en milieu LB. Les
bactéries ont ensuite été lavées en milieu M63 et la D.O.s00nm a été ajustée a 1. Les bactéries
ont été diluées 10 fois et 10ul ont été inoculés dans des feuilles d’endives blessées. Les feuilles
ont été incubées a 30°C a une humidité élevée. Apres 24h, les aire d’infection ont été
mesurées.
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2 - Méthodes génétiques et de biologie moléculaire

2.1 - Extraction d’ADN génomique et plasmidique

L’extraction d’ADN génomique a été réalisé avec le kit DNA Purification System (Promega). Les
extractions des plasmides de petite et grande quantité, a été réalisées avec le kit Nucleospin
Plamid (Macherey-nagel) en suivant les indications du fournisseur.

2.2 - Amplification d’ADN par réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La technique de PCR permet d’amplifier un fragment d’ADN a partir de deux amorces
oligonucléotidiques spécifiques. Elle repose sur la synthese enzymatique d’ADN par une ADN
polymérase thermostable a partir de deux amorces de polarité opposée complémentaires des
extrémités de chacun des brins a amplifier. Un cycle de synthése est constitué de trois étapes :

1- La dénaturation de la matrice ADN par chauffage a 95°C

2- L’hybridation des amorces réalisée a une température dépendante de la composition
en base et de la longueur des oligonucléotides

3- L’élongation de I’ADN a partir des amorces par ’ADN polymérase est réalisée a 72°C
en présence des dNTP

Une amplification classique comporte 30 cycles, précédés d’'une étape de dénaturation initiale
de 5 min a 95°C et s’achevant par une étape d’élongation finale de 5min a 72°C. La durée
d’élongation doit étre adaptée en fonction de la taille du fragment a amplifier. Les cycles de
chauffage successifs sont assurés par le thermocycleur. Il est recommandé de choisir des
amorces de 20 nucléotides minimums avec un pourcentage G+C de 50 a 60% et se terminant
en 3’ par Gou C.

2.3 - Séparation par électrophorese sur gel d’agarose

Les différents fragments d’ADN, mélangés a une solution de charge (bleu de bromophénol
0,25%, xyléne cyanol 0,25%, EDTA 25mM, glycérol 50%), sont séparés en fonction de leur
masse moléculaire et leur degré d’enroulement dans le gel d’agarose a un certain pourcentage
préparé en tampon TAE (Tris-Acétate-EDTA). Un marqueur de taille (2-Log DNA Ladder) est
déposé et migre en méme temps que les échantillons. La séparation s’effectue en tampon TAE
sous linfluence d’'un champ électrique. Puis le gel est immergé pendant une dizaine de
minutes dans un bain contenant du bromure d’éthidium (BET) intercalé dans les molécules
d’ADN. Le ringage du gel se fait dans de |’eau et la visualisation a 'aide d’un transilluminateur
U.V. Enfin la photographie du gel est prise.
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2.4 - Clonage d’'un fragment d’ADN dans un vecteur par la technique de Sequence-
and ligation-independent cloning (SLIC)

Le clonage consiste a insérer un fragment d'ADN (insert) dans un vecteur plasmidique.
Traditionnellement celui-ci se fait par digestion et ligature. Or désormais sur ce principe de
base, de nouvelles méthodes ont vu le jour.

2.4.1 - Digestion du vecteur par des endonucléases de restriction

Le vecteur, préalablement choisi pour ses caractéristiques, est linéarisé par des endonucléases
de restriction. Les enzymes de restriction reconnaissent et clivent des séquences
palindromiques particulieres d’ADN bicaténaire. Le clivage peut donner des bords francs ou
des extrémités cohésives. Les enzymes sont utilisés a raison de 1 a 5 unités (U) par échantillon
(500ng d’ADN) dans les tampons recommandés par le fournisseur. Les coupures sont réalisées
pendant 1 a 2h a la température recommandée.

2.4.2 - Purification de I'insert

Le géne a cloner est amplifié par PCR borné par 20 paires de bases complémentaires aux
extrémités 5’ et 3’ du plasmide linéarisé. Le fragment d’intérét est séparé par électrophorese
sur gel d’électrophorese. Puis il est excisé sur le gel puis purifié par le kit Nuclospin Extract Il
(Macherey-Nagel). La purification est basée sur I'absorption différentielle de I’ADN sur
colonne de résine anionique qui retient ’ADN et permet d’éliminer I'agarose, les sels et les
impuretés (Vogelstein et Gillespie 1979). Le fragment est élué par deux élutions de 30uL de
Tris HCL 10mM pH 8,5.

2.4.3 - Clonage

L'insert et 'ADN plasmidique, préalablement linéarisé, sont placé avec un ratio molaire 4:1
dans un mix réactionnel avec 2,25 unités de T4 DNA polymérase (BIOLABS) dans un volume
final de 20uL. Un témoin est réalisé avec de I’eau a la place de l'insert.

Le mélange réactionnel est incubé a 50°C pendant 30s puis placé 5min a 4°C. Durant la
premiére étape, la T4 DNA polymérase, sans ajout de nucléotide, revét son activité de T4
exonucléase 3’ a 5 ce qui permet la formation d’extrémités cohésives. Ces séquences
complémentaires permettent I’hybridation entre l'insert et le plasmide, donc de créer un
plasmide contenant la séquence d’intérét. Le mélange est ensuite transformé dans les cellules
DH5a préalablement rendues compétentes par un traitement chimique avec le tampon TSS
(pour Transformation and Storage Solution).

2.5 - Transformation par de I’ADN plasmidigue

2.5.1 - Transformation par la technique du TSS

Les plasmides sont introduits par choc thermigue au cours de la transformation dans les
cellules hoétes bactériennes, rendues compétentes par un traitement au tampon de
transformation TSS (Chung, Niemela, et Miller 1989).

Un volume de 5mL de milieu LB est ensemencé avec 50uL d’'une préculture de la nuit de la
souche bactérienne a transformer. Les cellules sont récoltées par centrifugation a une D.O.
s0onm d’environ 0,3 correspondant a 1,5.108 cellules.mL-1. Le culot est repris délicatement dans
0,1mL d’une solution de TSS froide (PEG 3350 10%, MgCl2 10mM, MgS04 10mM, DMSO 5%
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dans du LB) conservée a 4°C. Les cellules peuvent étre utilisées aprés maintien 30min au moins
dans la glace. Pour la transformation, 0,1 a 1ug de plasmide sont ajoutés aux cellules
compétentes. Le mélange est laissé 30min dans la glace, placé 45s a 42°C puis placé dans la
glace 5min. 900uL de LB sont ajoutés et la culture est incubée a 37°C pendant 1h minimum
pour permettre I'expression des génes de résistance aux antibiotiques portés par le plasmide.
Les cellules sont ensuite étalées sur le milieu sélectif approprié et incubées a 37°C pendant
24h.

2.5.2 - Transformation par électroporation

La transformation par électroporation permet de faire pénétrer de I’ADN dans une cellule hote
bactérienne par un choc électrique. Pour 50mL de culture initiale, le culot cellulaire a été lavé
avec 25mL, 10mL, 5mL et 500uL de glycérol 10% afin d’éliminer les sels. 50uL de cellules
electrocompétentes sont placés dans une cuve d’électroporation stérile, refroidie dans la
glace puis environ 1ng d’ADN plasmidique est ajoutée dans la cuve. L’échantillon d’ADN en
contact avec les cellules est soumis a un choc électrique trés bref de I'ordre de la milliseconde
mais de tres forte intensité. Apres I'impulsion électrique, les cellules sont reprises dans 1mL
de milieu LB et incubées 1h a 37°C. A la suite de cette culture d’expression, les cellules sont
centrifugées et le culot étalé sur le milieu sélectif puis incubé a 37°C pendant 24h.

2.6- Construction de souches mutantes

2.6.1 - Chez le modele E. coli
L'inactivation d’un géne est effectué au laboratoire selon la méthode de mutagénése en une
étape de Datsenko and Wanner (Datsenko et Wanner 2000a) dans la souche W3110.

La cassette de délétion a été amplifié a I'aide d’amorces qui sont complémentaires aux régions
amont et aval du géne de résistance au chloramphénicol (CmR) ou géne de résistance a la
kanamycine (KanR) ainsi qu’aux séquences « Flippase Recognition Target » (FRT) du plasmide
pKD3 ou pKD13 (Datsenko et Wanner 2000a). En plus de ces régions complémentaires au
pKD3 ou au pKD13, ces amorces possédent des extrémités nucléotidiques flanquantes,
complémentaires des 50 paires de bases amont et aval du gene cible a remplacer. Une
migration électrophorétique du produit PCR a été réalisée sur un gel d’agarose 1% pour
vérifier la PCR. La cassette a été purifiée a I'aide du kit PCR clean-up de Macherey-Nagel.

Les cellules d’E. coli W3110 portant le plasmide pKD46 (Datsenko et Wanner 2000a) ont été
mises en culture dans un milieu LB supplémenté en ampicilline, a 30°C sous agitation. Lorsque
celles-ci ont atteint une D.O. s0onm égale a 0,2, la synthése de la A red recombinase a été induite
par I'ajout de 0,2% d’arabinose. La croissance de ces cellules a été poursuivie jusqu’a une de
0,6. Les bactéries ont ensuite été rendues compétentes par lavages successifs dans de I'eau
supplémentée en glycérol. Puis la cassette a été mise en contact avec les cellules électro-
compétentes et une transformation par électroporation. Grace a la complémentarité de leurs
séquences, les cassettes ont pu étre intégrées dans le génome par recombinaison homologue.
L'insertion a été vérifié par PCR. Chaque délétion a ensuite été transduite avec le phage P1
afin de s’assurer que la cassette s’insére une seule fois dans le génome. Enfin la cassette est
excisée du génome.
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2.6.2 - Chez le modele C. rodentium

L’inactivation d’un gene est effectué au laboratoire selon la méthode de mutagénése en une
étape de Datsenko and Wanner (Datsenko et Wanner 2000a) adapté par Crepin et al (Crepin
et al. 2016) dans le modéle C. rodentium.

Trois-cents paires de bases amont et aval du ou des genes a déléter sont amplifiées par PCR.
Le gene de résistance a la kanamycine ou au chloramphénicol a été amplifié a I'aide d’amorces
qui sont complémentaires aux régions amont et aval du geéne de résistance ainsi qu’aux
séquences « Flippase Recognition Target » (FRT) du plasmide pKD3 ou pKD13 (Datsenko et
Wanner 2000a). En plus de ces régions complémentaires au pKD3 ou au pKD13, ces amorces
possedent des extrémités nucléotidiques flanquantes de 20 paires de bases complémentaires
aux régions amont et aval du géne cible a remplacer. Une PCR avec les trois fragments (les
300pb de amont, le géne de résistance et les 300pb de aval) permet d’obtenir la cassette de
délétion. Une migration électrophorétique du produit PCR a été réalisée sur un gel d’agarose
1% pour vérifier la PCR. La cassette a été purifiée a I'aide du kit PCR clean-up de Macherey-
Nagel.

Les cellules d’C. rodentium RCL2 portant le plasmide pKOBEG ont été mises en culture dans
un milieu LB supplémenté en chloramphénicol, a 30°C sous agitation. Lorsque celles-ci ont
atteint une D.O. s00nm €gale a 0,2, la synthese de la A red recombinase a été induite par I'ajout
de 0,2% d’arabinose. La croissance de ces cellules a été poursuivie jusqu’a une D.O. goonm de
0,6. Les bactéries ont ensuite été rendues compétentes par lavages successifs dans de I'eau
supplémentée en glycérol. Puis la cassette a été mise en contact avec les cellules électro-
compétentes et une transformation par électroporation a été réalisée. Grace a la
complémentarité de leurs séquences, les cassettes ont pu étre intégrées dans le génome par
recombinaison homologue. L’'insertion a été vérifié par PCR. Enfin la cassette est excisée du
génome.

2.6.3 - Excision de la cassette de résistance a un antibiotique

Afin d’exciser la cassette contenant le géne de résistance a I'antibiotique et insérée a la place
du gene a déléter, le plasmide pCP20 a été utilisé (Tableau 6). Ce plasmide présente une
réplication sensible a la température et une induction thermique de la synthese de la
recombinase FLP. Cette enzyme est capable d’agir sur les sites répétés FRT flanqués de chaque
cété du géne de résistance afin d’exciser la cassette de résistance. Les mutants CmR et KmR
ont été transformés avec le plasmide pCP20, et des transformants résistants a I'ampicilline
ont été sélectionnés a 30°C. Ensuite ils ont été striés a 42°C puis testés pour la perte de toutes
les résistances aux antibiotiques. La majorité a perdu simultanément le géne de résistance et
le plasmide. La perte de la cassette de résistance a un antibiotique a été vérifiée par une PCR.

2.6.4 - Chez le modele Dickeya

L'inactivation d’un géne est effectué en utilisant la méthode de contre-sélection a I'aide du
géne sacB (Link, Phillips, et Church 1997). Cette méthode a été adapté chez Dickeya dadantii
par Royet et al. (Royet et al. 2018). A l'intérieur du plasmide pRE112, 500pb de bases amont
et aval du ou des génes a déléter ont été clonés. Le plasmide a ensuite été transféré de MFDpir
a Dickeya dadantii par conjugaison. Dickeya dadantii est incapable de répliquer le plasmide
pRE112. Le premier événement de recombinaison a été sélectionné sur GL additionné en
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kanamycine. Le deuxiéme évenement de recombinaison a ensuite été sélectionné sur GL -NaCl
avec un supplément de saccharose 5%. La délétion a été vérifié par PCR.

2.7 - Mesure de |'activité d’un promoteur par la technique du gene rapporteur
1.1.1. Principe et géne rapporteur utilisé

L’étude de promoteur d’intérét est réalisée grace a une fusion transcriptionnelle. Cette
approche consiste a fusionner le promoteur de genes d’intérét en amont du géne rapporteur.
Le gene rapporteur, dépourvu de promoteur, se trouve alors sous le contréle du promoteur
du géne d’intérét. L'activité du promoteur est ainsi mesurée. Dans le cadre de ces travaux,
I'opéron luxCDABE de Photorhabdus luminescens a été utilisé comme systéme rapporteur.

Les geénes luxAB codent les sous-unités a et B de la luciférase dont le substrat est la flavine
mononucléotide sous forme réduite (FMNH;), aussi appelé luciférine bactérienne. Tandis que
Les genes luxCD et luxE codent quant a eux un complexe d'acide gras réductase nécessaire a
la régénération de I'aldéhyde gras. En présence du dioxygéne, la luciférase oxyde la luciférine
(FMNHz) et un aldéhyde gras en réciproquement une flavine mononucléotide sous forme
oxydée (FMN) et un acide gras. Lors de I'oxydation du FMNH,, il y a une émission d’un photon
(Figure 22).

Le promoteur d’intérét est placé en amont de I'opéron lux sur le vecteur pLux, ce qui permet
de mesurer |'activité du promoteur en mesurant le nombre de photons émis par la luciférine,
grace a un luminometre.

Emission d'un photon

Promoteur d'intérét
FMN

N Jux C'D AIB EpN\Y7, + H.0 + acide gras

| '

Reductase Transférase

Synthétase
LuxCDE

Luciférase
bactérienne FMNH, BEAL)

a + aldéhyde gras
e ;

Figure 22 : Principe de I'opéron luxCDABE comme systéme rapporteur

L’expression de "'opéron luxCDABE est placé sous le contréle d’un promoteur d’intérét. Les génes luxAB
codent les sous-unités a et 8 de la luciférase bactérienne. En présence du dioxygeéne, la luciférase réalise
I'oxydation de la flavine mononucléotide sous forme réduite (FMNH;) et de I'aldéhyde gras en flavine
mononucléotide sous forme oxydée (FMN) et en acide gras. Cette réaction s’accompagne de I’émission d’un
photon. D’autre part, les génes luxCD et IuxE qui codent une réductase, une synthétase et une transférase.
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Ces enzymes sont nécessaires a la réduction de I’acide gras afin de régénérer un aldéhyde gras. Grdce a ce
systeme rapporteur, la luminescence témoigne de I’activité du promoteur.

1.1.2. Mesures de la luminescence en plaque 96 puits

Les bactéries transformées par le plasmide contenant le systéme rapporteur sont mises en
culture a 37°C sous agitation jusqu’a D.O. soonm de 0,6. Cette culture est utilisée pour inoculer
aux 1/100°€mes 200uL de différents milieux additionnés ou non de biocide (métaux,
antibiotiques...) dans une microplaque de 96 puits. La plaque est placée a 37°C sous agitation
(280rpm) durant 24 a 48h dans l'incubateur du lecteur de plaque Infinite® 200 PRO (Tecan).
La croissance bactérienne est mesurée toutes les 20 minutes par mesure de la D.O. soonm. En
paralléle, la totalité des photons émis lors de la réaction de bioluminescence sont mesurés.
Les résultats sont exprimés en unités arbitraires de luminescence normalisée par la D.O. soonm.

1.1.3. Mesures de la luminescence sur boites

Pour évaluer 'activité du promoteur directement sur boite de pétri, les différentes cultures
sur boite sont placées dans I'appareil. Une image en lumiére visible est réalisée puis dans
I'obscurité, I'acquisition d’une image correspondant aux photons émis pendant 2 min est
réalisée. Les images obtenues révélent les différents niveaux de luminescence correspondant
a l'activité du promoteur au niveau de bactéries sur boite. Les images sont ensuite traitées
avec le logiciel Imagel. Pour évaluer le niveau de luminescence, la valeur «intden »,
correspondant au produit de l'aire et de la valeur moyenne de gris, est prise en compte.

2.8 - RT-gPCR

2.8.1 - Extraction d’ARNs totaux

Les ARNs totaux issus de 10mL de cultures a D.O. s00 nm €gale a 1 de la souche sauvage d’E. coli,
W3110, et du mutant AzraR en milieu LB supplémenté avec 500uM de zinc ont été extraits
par la méthode au phénol froid en milieu acide (Maes et Messens 1992). Dans ces conditions,
contrairement a I’ADN et aux protéines, les ARNs en présence de phénol (pH 4,3) restent
solubles dans la phase aqueuse. Les culots cellulaires sont resuspendus dans 500uL d’une
solution composée de Tris 25mM pH 7,6, EDTA 10mM, glucose 20%. Puis les cellules sont
cassées mécaniquement dans des tubes remplis avec des billes (de 150 - 212um de diametre)
et 500puL de phénol froid. Les tubes sont ensuite centrifugés et les surnageants sont récupérés
et soumis a deux traitements avec 1 volume de phénolchloroforme-alcool isoamylique (25 :24
:1) ajoutés a un volume équivalent de celui du surnageant. Puis un dernier traitement avec un
mélange d’un volume de chloroforme-alcool isoamylique (24 :1) permet d’éliminer les traces
de phénol. La précipitation des acides ribonucléiques est réalisée avec 0,1 volume d’acétate
de sodium 3M et 2 volumes d’éthanol 100%. Apres 30min a -20°C, la préparation d’ARNs est
centrifugée et le culot obtenu est a nouveau resuspendu dans 1mL d’éthanol a 75%. Les culots
d’ARNSs totaux sont ensuite séchés a 42°C afin d’éliminer les traces d’éthanol. Puis les culots
sont solubilisés avec 65uL d’eau traitée au DEPC (DiEthylPyroCarbonate) qui inhibe les
RNAase. Les restes d’ADNs sont éliminés par deux traitements a la DNAse avec le kit DNA-
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freeTM Ambion. Les quantités des ARNs extraits sont dosées au nanodrop par la mesure de la
D.0. 260nm. La qualité de la préparation est vérifiée par une électrophorese sur gel d’agarose
1% et I'absence de contamination par de I’ADN est vérifiée par PCR. Les ARNs sont alors
conservés a -80°C.

2.8.2 - Rétrotranscription

Les ARNs (1 pg) ont été rétrotranscrits (RT) en ADN complémentaires (ADNc) a I'aide du kit
Invitrogen SuperScript || Reverse Transcriptase en suivant les instructions du fournisseur
ThermoFisher Scientific. Ce kit est composé d’une transcriptase reverse et d’amorces se fixant
aléatoirement sur les matrices ARNs. A la fin de la RT, les échantillons ont été incubés a 70°C
pendant 15min pour dégrader les ARNs engagés dans des complexes ARN-ADNc. Les ADNc
néo synthétisés ont été conservés a -20°C.

2.8.3 - PCR quantitative en temps réel

La technique de PCR permet d’amplifier un fragment d’ADN a partir de deux amorces
oligonucléotidiques spécifiques. Basé sur ces mémes principes, la qPCR permet de quantifier
précisément ’ADNc, ce qui permet d’estimer la quantité d’ARN messagers initiale, donc au
final I'expression des genes dans I’échantillon testé. Cette quantification est basée sur la
mesure, a chaque cycle, de la fluorescence émise par le SYBR Green lorsque celui-ci s’est
intercalé dans la double hélice d’ADN synthétisé. Le kit LightCycler® 480 SYBR Green Master
(Roche Applied Science) a été utilisé. Pour chaque gene étudié par gPCR, les amorces,
présentées dans le tableau 7, ont été concues selon la méthode de Thornton et al. (Thornton
et Basu 2011). Une gamme étalon a été établie a partir de différentes dilutions d’ADN
génomique de la souche W3110 E. coli. Elle permet d’évaluer I'efficacité de I'amplification
mais aussi de quantifier les transcrits du géne d’intérét présents dans les différents
échantillons. Les milieux réactionnels ont été préparés selon les instructions du fournisseur.
Chaque réaction est effectuée sur 1l d’échantillon (gamme étalon et ADNc ~ 50ng/uL) dans
un volume réactionnel final de 10ul. Le cycle de synthése est détaillé dans le tableau 7. Les
cycles des chauffages successifs sont assurés par I'appareil LightCycler.

Le logiciel LightCycler® 480 Software calcule ensuite, pour chaque échantillon, le nombre de
cycles nécessaire a la détection de la fluorescence (début de la phase linéaire d’émission de la
fluorescence). Ce nombre correspond au « Crossing Point » (CP), cela permet de comparer les
seuils de détection des ADNc entre la souche sauvage WT et la souche mutante AzraR.

Ces expressions ont ensuite été normalisées en se référant a I’expression du gene de référence
fabZ, codant la B-hydroxyacyl-ACP déhydratase, dont I'expression est stable dans les
conditions de I’étude, selon le calcul, A Cp échantillon = Cp géne — Cp fabZ. Puis le ratio
d’expression (différence d’expression ou Fold change, FC) est calculé selon la formule suivante
: FC = 27 (ACp €chantillon AzraR- ACp échantillon WT) (Winer et al. 1999). Pour chaque géne, la
différence a été évaluée entre au moins trois échantillons WT et AzraR provenant de cultures
biologiquement indépendantes.
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Tableau 7 : Cycle d’amplification de gRT-PCR

Etape Temps Température Cycles
Dénaturation initiale 10min 95°C 1
Dénaturation 15s 95°C
Hybridation 15s 62-67°C 45
Elongation 20s 72°C
Dénaturation 1s 95°C 1
Elongation 1min 65°C 1
Refroidissement 30s 40°C 1

2.9 — Evaluation du niveau d’enroulement de I’ADN par migration sur gel de
chloroquine

L’analyse du niveau d’enroulement de I’ADN plasmidique a été réalisée sur un gel d’agarose
0.8% contenant de la chloroquine a 2.5ug/mL. La chloroquine est un agent intercalant qui se
fixe préférentiellement sur I’ADN relaché et provoque son étirement. Cet étirement de la
molécule d’ADN va ralentir sa vitesse de migration. La migration électrophorétique a été
effectuée dans une cuve de 20 cm de long contenant du tampon Tris-Borate EDTA (TBE) 1X
pH 8.3 et également de la chloroquine 2.5ug/mL pendant 16h a voltage constant (2.5V/cm).

Dans ces conditions, I’ADN super enroulé migre plus vite que I’ADN relaché. Apres la migration
électrophorétique, la chloroquine a été éliminé du gel d’agarose par des lavages successifs a
I’eau distillée pendant 2h toute les 30min puis pendant 3h toutes les heures. Le gel d’agarose
a été coloré pendant 30 min dans une solution de bromure d’éthidium (BET) puis décoloré
pendant 15min dans I'eau distillée et finalement révélé sous la lumiere UV. La répartition des
topoisomeres du plasmide permet d’estimer le niveau d’enroulement global de I’ADN.

3 - Méthodes biochimiques

3.1 - Purification de la protéine YhdW

3.1.1 - Surproduction

Le géne yhdW de C. rodentium cloné dans le vecteur de surexpression pET30 est placé sous le
contrdle du promoteur de I’ARN polymérase du phage T7. La production de cette enzyme est
elle-méme placée sous le contrble de I'opérateur lac inductible par I'IPTG. Une culture de
100mL de LB de la souche BL21 possédant le vecteur pET30-YhdW-8histidines est menée sous
agitation a 30°C jusqu’a D.O. sponm de 0,3 puis elle est induite par addition d’IPTG 0,1mM final.
Aprés 5h d’induction, les cellules sont centrifugées.
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3.1.2 - Récupération de la fraction périplasmique

Apres centrifugation a 4°C, les cellules sont resuspendues dans 3 mL de TE (Tris HCI 50mM Ph
8, EDTA 1 mM) sur la glace puis 3,5 mL de sucrose 40% sont ajoutés. Le mélange est incubé
pendant 10 min sur la glace et il est mélangé par inversion douce. Les cellules sont centrifugées
7000g pendant 8 min a 4°C. Le surnageant est prélevé et conservé a -20°C. Le culot est repris
dans 4mL d’eau et MgS04 0,1M (ou MgCl2 0,1M). Le mélange est incubé 4 min sur la glace.
Les cellules sont centrifugées 7000g pendant 8 min a 4°C. Le surnageant, correspondant a la
fraction périplasmique, est prélevé et conservé a -20°C. Les culots sont ensuite resuspendus
dans 4 mL d’eau et conservé a -20°C. Par la suite les différences fractions sont déposées sur
gel de polyacrylamide.

3.1.3 - Purification sur colonne d’affinité a Nickel

En raison de la possible présence d’EDTA, les fractions périplasmiques ont été dialysées dans
du tampon A (Tris-HCI 10mM pH 8, NaCl 100mM, Glycérol 5% et B-mercaptoéthanol 2mM).
La faction périplasmique de 8mL est incubée pendant 1h a 4°C sous agitation avec 2 mL de
résine Ni-NTA et de I'imidazole a une concentration finale de 10mM. Le mélange est ensuite
chargé dans une colonne. Puis un lavage avec 20 mL de tampon A additionné avec 10 mM
d’imidazole est effectué. L’élution est réalisée avec 8 mL de tampon A additionné avec 250
mM d’imidazole. Les différentes fractions ont été récupérées, conservées a -20°C et déposées
sur gel de polyacrylamide afin de vérifier que I'élution a bien fonctionné. Afin d’éliminer
I'imidazole, le tampon des échantillons a été remplacé par du tampon A a I'aide des colonnes
PD-10 desalting columns (Cytiva) en suivant les instructions du fournisseur.

3.2 - Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Cette méthode est fondée sur le décalage de la longueur d’onde d’absorbance maximale de
465 a 595nm d’une solution acide de bleu brillant de Coomassie G-250 suite a la fixation de
protéines. Le réactif colorant concentré 5 fois est en solution dans I'acide phosphorique et du
méthanol. La procédure suivie est la microméthode, le volume réactionnel final de 1 mL,
permet de doser de 1 a 20ug de protéine par essai. En paralléle, une gamme de concentration
de BSA est toujours réalisée pour I’étalonnage. L'échantillon protéique a doser est ajouté dans
le tampon pour un volume final de 800uL auxquels sont ajoutés 200uL de réactif coloré
concentré. L'incubation est menée a température ambiante durant 20 min a I'obscurité. Le
coefficient directeur de la droite d’étalonnage permet de calculer les concentrations
protéiques des échantillons.

3.3 - Electrophorése dénaturante des protéines sur gel SDS-PAGE

Cette méthode permet une séparation des protéines sur gel de polyacrylamide,
essentiellement en fonction de leur taille. Avant le dépot les échantillons protéiques sont
chauffés 5 min a 95°C, en présence de SDS 1,6% et de B-mercaptoéthanol 0,715M. Les gels a
12 ou 15% d’acrylamide utilisés sont coulés en deux temps : gel de séparation puis gel de
concentration dans lequel le peigne est inséré. La polymérisation début par I'addition de
persulfate d’ammonium et de TEMED. La migration s’effectue dans du tampon SDS-PAGE (Tris
base 25mM, glycine 186 mM, SDS 0,1%, pH 8,5) a environ 80 V pendant 1 a 2h. Le gel est
ensuite plongé dans une solution de coloration (Bleu de Coomassie 0,25%, éthanol 40%, acide
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acétique 10%). Le bleu de Coomassie fixé de maniere aspécifique est éliminé par plusieurs
bains dans une solution de décoloration (éthanol 40% et acide acétique 10%).

3.4 - Immunodétection

Apres séparation électrophorétique en gel de polyacrylamide, les protéines sont transférées
sur une membrane Immobilon-BlotTM PVDF (BioRad) par électrotransfert humide dans le
Trans-Blot (BioRad). Le transfert est effectué en tampon glycine (glycine 39mM, Tris 48mM,
SDS 0,0375%, éthanol 20%) a un ampérage constant. La membrane est ensuite saturée dans
du TBS (Tris-HCL 50mM, pH 7,5, NaCl 150mM) contenant 5% de lait, pendant 1h a température
ambiante ou une nuit a 4° afin de saturer les sites de liaison aspécifiques. La membrane est
ensuite incubée 1h avec en présence d’anticorps primaires dirigés contre la protéine apres
dilution (1/1000°™¢ au 1/10000%™¢ selon la protéine) dans du TBS-T (tween 20 0.1%). L’excés
d’anticorps primaires est éliminé par 3 lavages en TBS-T et les anticorps secondaires, anti-IgG
de lapin, marqués a la peroxydase et dilué au 1/10000™¢ en TBS-T sont ensuite ajoutés. Aprés
incubation d’1h a température ambiante, la membrane est rincée dans du TBS-T puis séchée.
Apres ringage, une immunorévélation par détection de l'activité péroxydase est effectué a
I'aide du kit. La peroxydase va catalyser I'oxydation du luminol présent dans les réactifs du kit,
réaction qui va s’"accompagner d’'une émission de lumiére détectable par une exposition sur
un film autoradiographique.

3.5 — Fluorescence-based Thermal Shift Assay

3.5.1 - Principe de la technique

La technique de fluorescence-based thermal Shift Assay (FTSA) permet de contréler le
changement de la température de dénaturation d’une protéine soumise a différentes
conditions a I'aide d’un colorant fluorescent (SYPRO orange®). Le colorant est initialement
dans un environnement aqueux avec la protéine repliée. Lorsque la température augmente,
la protéine se déplie et ses régions hydrophobes sont exposées, le colorant n’est alors plus
dans un milieu aqueux, ce qui résulte en une augmentation de la fluorescence. Néanmoins, il
a été montré que la liaison de la protéine avec un ligand de faible poids moléculaire peut
augmenter la stabilité thermique de la protéine. Une différence importante de la température
de dénaturation peut donner des indications sur les ligands de la protéine (Figure 23). Cette
méthode a été adaptée par Giuliani et al. (Giuliani, Frank, et Collart 2008a) afin d’identifier
quels acides aminés se lient aux protéines de liaison aux solutés dans la famille des ABC
transporteurs bactériens. Pour valider leur technique, les interactions de six protéines dont le
ligand est connu ont été testés et la technique a permis de retrouver les ligands de I'ensemble
des six protéines testées.
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Figure 23 : Principe du Fluorescence-based thermal shift assay

Lorsque la température augmente, la protéine se déplie et ses régions hydrophobes sont exposées, le
colorant peut s'y fixer, ce qui entraine une augmentation de fluorescence (courbe bleue). Si la protéine est
en présence de son ligand dans le mélange (courbe verte), elle possede une meilleure stabilité thermique.
Donc l'observation d’une différence significative de la température de fusion (Tm) entre la protéine seule et
la protéine avec un ligand indique une augmentation de la stabilité thermique de la protéine et une liaison
au ligand.

3.5.2 - Méthode

La technique de FTSA a été réalisé essentiellement comme décrit par Giuliani et al. (Giuliani,
Frank, et Collart 2008a). Les acides aminés ont été achetés aupres de Sigma. Les essais ont été
réalisés avec un appareil LightCycler 480 (excitation a 498 nm, émission a 610 nm). Chaque
réaction contenait une certaine concentration de la protéine YhdW, le colorant SYPRO Orange
(Invitrogen) avec ou sans acide aminé dissous dans un volume final de 25uL de tampon A (Tris
HCl 10mM pH 8, NaCl 100mM, glycérol 5%, B-mercaptoéthanol 2mM). Un premier criblage a
été réalisé avec 1,5uM de protéine avec ou sans un panel de 21 acides aminés a 0,2mM ou
1mM. Le second criblage a été réalisé avec 2,5uM de protéine YhdW en présence ou non de
0,25mM; 0,5mM; 0,75mM ou 1mM d’acide aminé.

Les différents mix réactionnels sont placés dans une plaque de 96 puits (Roche). Les
échantillons ont été initialement équilibrés a 25 °C pendant 10 min et un programme de
courbe de fusion a été exécuté avec une augmentation de la température de 1 °C toutes les
30 s jusqu'a 99 °C.

Le logiciel a calculé les valeurs de la dérivée premieére (-d/dt) a partir des données brutes de
fluorescence pour déterminer le Tm. La température de fusion (tm) a été déterminée a la fois
pour la protéine seule et la protéine avec les différents ligands. La différence de tm (ATm)
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entre la protéine seule et |la protéine avec un ligand a été calculé. Un ATm supérieur a 2°C a
été considéré comme indiquant une liaison positive.

3.6 - Dosage colorimétrique de I'indole

Le réactif de Kovacs est utilisé depuis trés longtemps pour déterminer si une bactérie produit
de l'indole. Ce réactif (Kovacs’s reagent for indoles, Sigma-Aldrich) est composé de p-
dimethylaminobenzaldehyde (DMABA) et d’acide chlorhydrique dans du butanol. En présence
d’indole, le DMABA forme du chlorure d'azafulvénium qui est un composé coloré rose (Figure
24A). Les bactéries ont été cultivées dans différentes conditions jusqu’a une D.O. 600nm de
1. Les cultures sont centrifugées. Un volume de 100 pL de surnageant est ensuite incubé avec
600uL d’éthanol absolu et 300 ulL de réactif de Kovacs a 40°C pendant 1h sous agitation a
450rpm. Par la suite, I'absorbance (D.O.) a été lue a 566nm, ce qui correspond a I'absorbance
maximum du dérivé par le réactif de Kovacs en présence d’indole. La concentration d’indole a
été déterminée grace a la courbe étalon et la loi de Beer-Lambert a partir de I'absorbance des
échantillons lue a une D.O. de 566nm (Figure 24B et 24C).
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Figure 24 : Principe de la méthode de dosage colorimétrique de I'indole extracellulaire a I'aide du réactif de
Kovacs

A- Le réactif de Kovacs contient de I’'HCI et du 4-dimethylaminobenzaldehyde (DMABA) qui en présence
d’indole forme un composé coloré rose, le chlorure d’azafulvénium. B- Une courbe standard a été réalisée
avec une gamme de 0,2;0,5;1;2;4;6,;8;10; 12; 20 et 40 x 10°° mol/L d’indole, ce qui a permis de
déterminer le coefficient d’absorption moléculaire de I'indole noté eindole. C- A partir de la courbe étalon,
la relation entre I'absorbance et la concentration en mM a été établie a I'aide de la loi de Beer-Lambert et
en tenant en compte du facteur de dilution (1/10).
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3.7 — Dosage de la loméfloxacine intracellulaire par HPLC

3.7.2.1 — Préparation des échantillons

Le protocole de préparation des cellules a été adaptée a partir de la publication de Vergalli et
al. (Vergalli et al. 2018). Les cultures ont été ensemencées au 100 dans du LB a partir de
précultures. Les bactéries ont été cultivées en milieu riche, LB, jusqu’a une D.0. 600nm de 0.6.
Les cellules ont été collectées par centrifugation. Elles ont été resuspendues dans du tampon
NaPi-Mg (NaH,PO4 44.2%, 55.8 NaHPO4 et MgCl; 0.25%) de sorte a étre a une D.O. 600nm
finale de 6. Les cellules ont ensuite été incubées a 37°C en présence ou non de 1ug/mL de
loméfloxacine. Un aliquot a ensuite été prélevé pour chaque condition au bout de 30, 45 60,
90 et 120 minutes. Le nombre de cellules a été dénombré par dilution et étalement et les
cellules ont été centrifugées sur un coussin de sucrose (1M). Le surnageant a été retiré et les
cellules ont été lysées dans un volume de 200uL de tampon de lyse (acétonitrile 50% et acide
trifluoroacétique 2,5%). Les débris cellulaires ont été séparés de la solution a I'aide d’une
centrifugation et les surnageants ont été analysés.

3.7.2.2 — Fluorescence de la loméfloxacine

La loméfloxacine est un composé de la famille des quinolones. Elle est naturellement
fluorescente. Afin de déterminer son maximum d’excitation et d’émission, un spectre de
fluorescence a été réalisé (Figure 25). La loméfloxacine a une excitation maximale a 280 nm
et une émission maximale a 440 nm. Ces longueurs d’ondes seront utilisées pour la détection
par fluorescence de la molécule.
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Figure 25 : Structure et caractéristiques de fluorescence de la loméfloxacine

La loméfloxacine est un antibiotique de la famille des quinolones et sa structure est présentée ci-dessus (A).
Cette molécule est naturellement fluorescente avec une excitation maximale a 280nm et une émission
maximale a 440nm (B).
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3.7.2.2 — Condition d’utilisation de I'HPLC

Le systéeme HPLC se composait d'un module de séparation Alliance HT Waters 2795 et
la détection a été réalisée a l'aide d'un détecteur a matrice de photodiodes Waters 2996
interconnecté avec un fluorimetre SFM25 (Kontron). Les différentes solutions ont été passées
a travers une colonne Gemini 5 micron C18 (250 X 4,6 mm, Phenomenex) a 40°C et a un débit
de 1mL/min. Le protocole d'élution a utilisé le gradient linéaire suivant : 0 a 5 min, 100% de A
;' 5a 15 min, 55% de A, 45% de D ; 15 a 25 min, 0% de A, 100% de D ; 25 min a 30 min 100%
de A, 0% de D et rééquilibré pendant 5 min dans 100 % de A avant un nouveau cycle (Figure
26). Le solvant A était composé de 0,005 % d'acide trifluoroacétique (TFA) et le solvant D
contenait 100% de méthanol (Figure 26).

La loméfloxacine a été détectée avec un fluorimetre SFM25 (Kontron) équipé d'une
cellule a écoulement de 8 pl. La fluorescence émise a été mesurée avec une longueur d'onde
d'excitation de 280 nm et une longueur d'onde d'émission de 440 nm (tailles de fente, 15 et
10 nm respectivement, et puissance de lampe de 400 W). La quantification de la loméfloxacine
a été effectuée en mesurant les surfaces des pics a I'aide du logiciel de traitement de données
chromatographiques (Mass lynx, Waters).

A I'aide de la courbe standard (Figure 27), une relation a pu étre établie entre la
guantité de loméfloxacine et I'intensité de I'aire du pic de fluorescence. Afin de déterminer la
guantité de loméfloxacine a l'intérieur d’une cellule, la quantité de loméfloxacine a été divisé
par le nombre de cellules. La formule ci-dessous a été utilisée pour calculer la quantité
de loméfloxacine par cellule.

aire du pic I
aire ¢u pie facteur de dilution

n
Quantité de loméfloxacine par cellule ( 2 ) - “

cellule nombre de cellule
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Figure 26 : Chromatogramme pour la détection par fluorescence en HPLC de 5ng de loméfloxacine
Le chromatogramme présenté correspond a un échantillon contenant 5ng de loméfloxacine. Le pic a 14,74

min correspond a la molécule de loméfloxacine. Le gradient utilisé est représenté par la courbe bleue et en
pointillée correspondant au pourcentage du solvant D, Méthanol 100%.
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Figure 27 : Courbe standard pour la loméfloxacine

Une courbe standard a été réalisée avec une gammede 1;2,5;5,;10; 20,40, 60 et 120 ng de loméfloxacine.
L’intensité de fluorescence a été mesuré a 440 nm apreés excitation a 280 nm. L’aire du pic de fluorescence
est proportionnelle a la quantité de loméfloxacine. Les valeurs sur le graphique correspondent a la valeur de
la pente linéaire (a = 0.0476) et le coefficient de régression (R2 = 0.9981).
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Chapitre V — La conservation du systeme ZraPSR chez les
entérobactéries et son fonctionnement chez C. rodentium

1 — Introduction

Le systéme ZraPSR est composé de trois protéines : le senseur ZraS, le régulateur
transcriptionnel ZraR et la protéine périplasmique ZraP. Ce systeme a tout d’abord été
caractérisé par sa forte induction en présence de zinc (Leonhartsberger et al. 2001).
Néanmoins, il a rapidement été montré qu’il n’était pas impligué dans I’homéostasie
métallique (Petit-Hartlein et al. 2015). Des études ont montré que ce systéme serait impliqué
dans la réponse au stress antimicrobien chez Escherichia coli (Rome et al. 2018) et Salmonella
typhimurium (Appia-Ayme et al. 2011). Etant donné que ce systéme est impliqué dans la
résistance aux antimicrobiens, sa conservation ainsi que son impact dans la pathogénie ont
été étudiés dans ce travail.

Ainsi le premier axe vise a évaluer la conservation de ce systéme au sein des
entérobactéries et en étudier le fonctionnement chez le pathogéne Citrobacter rodentium. C.
rodentium est un modele bactérien tres intéressant puisqu’il est exclusivement pathogene
pour la souris et qu’il possede un mécanisme de virulence par attachement et d’effacement
commun avec les E. coli entérohémorragiques (EHEC) et les E. coli entéropathogéniques
(EPEC) (Crepin et al. 2016). Dans un premier temps, le systeme Zra a été étudié chez C.
rodentium afin d’évaluer si sa régulation et sa fonction sont les mémes que chez E. coli. Dans
un second temps, I'impact du systéme sur son pouvoir pathogene a été évalué. Une étude
menée en 2017 avait montré que la délétion des génes zra$S et zraR aurait un impact sur la
virulence de ce pathogene (Thomassin et al. 2017). Néanmoins, ce systéme n’est pas
seulement composé du senseur ZraS et du régulateur ZraR. Il possede également une protéine
périplasmique ZraP qui lie du zinc et posséde un réle de protéine chaperonne (Petit-Hartlein
et al. 2015). Son implication dans le phénoméne de résistance aux antimicrobiens a également
été mis en évidence (Rome et al. 2018). Afin d’évaluer I'implication de ZraP dans la pathogénie
de C. rodentium, la délétion du gene zraP sera évaluée sur la virulence du pathogene.

2 — Etude de la conservation du systeme au sein des entérobactéries

Dans un premier temps, la conservation des éléments du systeme ZraPSR au sein de
I'ordre des Entérobacteriales a été évaluée. L'arbre phylogénétique des Enterobacteriales,
réalisé par Adeolu et al. en 2016 (Adeolu et al,, s. d.), a servi de support pour associer la
présence des éléments du systeme et leur environnement génétique, avec la classification des
especes. Ainsi, sur cet arbre, les analyses de synténie réalisées grace au logiciel SynTax (Oberto
2013) ont été reportées (Figure 28). L'ordre des Enterobacteriales est composé des familles
suivantes :  Enterobacteriaceaeee,  pectobacteriaceae,  yersiniaceae,  budviciaceae,
morganellaceae, hafniaceae et erwiniaceae. Les génes zraPSR sont retrouvés dans les familles
des Enterobacteriaceaeee, des yersiniaceae et des budviciaceae (Figure 28). Les genes zraPSR
sont toujours retrouvés selon le méme ordre c’est-a-dire le geéne zraP positionné de maniere
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divergente par rapport aux genes zraSR. Ces genes présentent une cooccurrence qui est
surement liée a leurs interactions fonctionnelles et physiques. Dans ce cas, la coévolution est
qualifiée de coévolution de type présence/absence c’est-a-dire que ces genes sont présents
ensemble ou absents. L'absence et la présence du locus zra peut s'expliquer aussi bien par
des délétions du locus que des transferts.

De la méme facon, la conservation du systeme chez les Enterobacteriaceaeee, a été
évaluée a l'aide des analyses réalisées avec Syntax et de I'arbre réalisé par Alnajar et al. en
2017 (Alnajar et Gupta 2017). Selon cette publication, la famille des Enterobacteriaceaeee est
subdivisée en six clades : celui de Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Kosakonia, Cronobacter
et Cedecea (Figure 29). Les génes zraPSR sont présents dans deux clades : celui d’Escherichia
et de Klebsiella (Figure 29). Ces génes sont entourés des génes purD-purH et yjaH-hupA-yjaG-
nfi. Dans le genre Escherichia, toutes les espéces possedent les génes zraPSR, en revanche,
dans d’autres genres, la présence de zraPSR est variable selon les especes. Par exemple, dans
le genre Citrobacter, C. rodentium et C. youngae possedent zraPSR alors que C. koseri ne I'a
pas. De la méme maniére, dans une méme espece, la présence de zra dans les souches peut
étre variable. Dans une méme espeéce, par exemple chez Klebsiella michigansis, le systéme Zra
est présent chez la majorité des souches (11 sur 13 souches analysées) comme la souche E718
mais celui-ci n’est pas présent dans deux souches, FDDARGOS 647 et BD177.

Dans la famille des yersiniaceae, le systeme Zra est présent chez le genre Yersinia et I'espéce
Serratia fonticola mais cette fois-ci pas au niveau de la région purD-purH-yjaH-hupA-yjaG-nfi
(Figure 28). Chez Yersinia pseudouberculosis MD67, les génes sont localisés au niveau de la
région xapA-xapB-BZ21 470-BZ21 469 alors que chez Serratia liquefaciens, ils le sont au
niveau d’une région totalement différente. De la méme fagon, le systéme Zra est présent chez
les budviciacea mais son environnement génétique n’est pas conservé. Les génomes
bactériens subissent énormément de recombinaisons et de mutations. Il n’est donc pas
surprenant que la synténie soit conservée uniquement entre les espéces les plus proches
(Tamames 2001). Cela signifie gu’il n’y a pas de contrainte imposant I’entourage génétique de
zraPSR.

La plupart des espéces chez qui le systeme Zra est conservé sont des pathogénes
entériques ou des bactéries commensales des mammiferes. En effet, par exemple, le systéme
n‘est pas présent chez les genres phytopathogénes Dickeya ou Pectobacterium. A titre
d’exemple, ce systéme sera étudié chez le pathogéne murin, C. rodentium.
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Figure 28 : Présence des éléments du systéme Zra dans l'ordre des Enterobacteriales

L’arbre phylogénétique utilisé est tiré de la publication de Adeolu et al. 2016. En face de chaque genre ou
espece bactérienne, la présence des génes du systéeme Zra est mentionnée et les génes sont encadrés en
rouge. Les génes bordants ou non les génes zraPSR sont indiqués en couleur lorsqu’ils sont identiques entre
les différentes bactéries. L’analyse de synténie a été réalisée a I'aide du logiciel SyntTax (Oberto 2013).
L’ordre et la famille des bactéries sont indiqués sur la gauche de la figure. Les abréviations En., Er., P., Y., H.,
M. et B. correspondent respectivement aux familles suivantes Enterobacteriaceaeee, erwiniaceae,
pectobacteriaceae, yersiniaceae, hafniaceae, morganellaceae et budviciaceae.
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Figure 29 : Présence des éléments du systéme Zra dans la famille des Enterobacteriaceaee

L’arbre phylogénétique utilisé est tiré de la publication de Alnajar et al. 2017 (Alnajar et Gupta 2017).. Il a
été construit a partir de 2487 protéines essentielles grdce a la méthode du maximum de vraisemblance pour
78 espéces de la famille des Enterobacteriaceaeee. En face de chaque espéece bactérienne, la présence des
génes du systeme Zra est mentionnée et les génes zra sont encadrés en rouge. Les génes bordants ou non
les génes zraPSR sont indiqués en couleur lorsqu’ils sont identiques entre les différentes espéces
bactériennes. L’analyse de synténie a été réalisée a I'aide du logiciel SyntTax (Oberto 2013). Les six
principaux clades de la famille sont identifiés.

96



Résultats

3 — Le systeme ZraPSR chez E. coli et C. rodentium

Afin d’étudier I'implication de ce systéme dans linteraction et |'adaptation de la
bactérie avec son hote, le pathogéne murin C. rodentium a été choisi comme second modele
d’étude. Ce dernier est un pathogéne qui a évolué récemment et dont le génome a subi de
nombreux événements de recombinaison et de transposition (Petty et al. 2011). Malgré ces
nombreux réarrangements génomiques, la conservation du systéme zraPSR laisse supposer
gu’il pourrait conférer un avantage sélectif a ce pathogene (Jordan et al. 2002).

De la méme facon que chez E. coli, le systéeme Zra est composé des trois génes zras,
zraR et zraP dont I'ordre est identique. Les pourcentages d’identité génétique et protéique
des composants du systeme entre les deux modeles sont élevés (Figure 30). Les régions
promotrices de zraPSR de E. coli et C. rodentium ont été alignées. Les sites de fixation de ZraR
qui avaient été déterminés a l'aide de la technique d’empreinte a la DNase par
Leonhartsberger et al (Leonhartsberger et al. 2001) ont été reportés sur I'alignement. De
méme, a I'aide de données in silico et de la littérature, les motifs de fixation de 054 (-12 et -
24) et de 670 (-10 et -35) ont été identifiés sur I'alignement. Comme pour E. coli, le géne zraP
est transcrit de facon divergente par rapport a zraSR (Figure 30). La région promotrice possede
un fort pourcentage d’identité. Les motifs de fixation de ZraR et de o054 semblent
particulierement similaires.

Synténie
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g S 5 - .,
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Figure 30 : Comparaison du systéme ZraPSR chez E. coli et C. rodentium au niveau génétique et protéique

La synténie (I'ordre des génes) est schématisée pour E. coli et C. rodentium. En dessous de chacun des génes
zra, les identités génétique (calculée avec MUSCLE) et protéique (calculée avec clustal Omega) sont
indiquées. La représentation de I’alignement de la région intergénique des deux bactéries a été réalisée avec
le logiciel MUSCLE. Une étoile (*) est placée sous les nucléotides identiques entre les deux séquences. Les
nucléotides en rouge correspondent aux deux sites de fixation de ZraR chez E. coli, en vert a la région -12 et
-24 du promoteur a54, enfin en bleu a la région -10 et -35 du promoteur o70.
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3.1 — Régulation du systeme ZraPSR

3.1.1 — Activité des promoteurs du systeme Zra chez Citrobacter rodentium

Les conditions d'expression du systéeme zraPSR sont connues dans E. coli. L’expression
est induite par le zinc, le plomb et certains antibiotiques tels que la polymyxine B et la
loméfloxacine (Petit-Hartlein et al. 2015)(Rome et al. 2018). En revanche chez C. rodentium,
les conditions d'expression de ce systéeme ne sont pas connues. Pour les déterminer, une
approche de fusion transcriptionnelle a été utilisée. Le principe est de fusionner le promoteur
de I'opéron zraSR ou celui de zraP en amont des genes de I'opéron luxCDABE de Photorhabdus
luminescens. L’activation du promoteur conduit a la transcription et la production des
protéines Lux. Les photons générés par I'oxydation du substrat de la luciférase permettent
d’évaluer I'activité du promoteur. Préalablement, I’émission de luminescence par les bactéries
seules ou les bactéries contenant le vecteur vide pLux a été évaluée. Celle-ci est négligeable
et ne nécessite pas d’étre retranchée aux luminescences mesurées.

Les valeurs maximales de luminescence de la fusion PzraSR::lux et de la fusion
PzraP::lux avec ou sans métal sont indiquées dans la figure 31. En condition LB, chez la souche
sauvage, la luminescence de la fusion PzraSR::lux a une valeur basale d'environ 3000 U.A./D.O.
et la fusion PzraP::lux a une valeur basale d'environ 8000 U.A./D.O.. La luminescence des deux
fusions est réprimée en milieu LB additionné de glucose 0.4% par rapport au milieu LB. Lorsque
les bactéries sauvages sont exposées a des concentrations subinhibitrices de métal, il y a une
augmentation de la luminescence. La réponse de la fusion est fortement induite par le cuivre
et le zinc, avec une augmentation de la luminescence d'un facteur 2,3 et 1,8 pour PzraSR::lux
,et 5 et 7 pour PzraP::lux par rapport a la luminescence mesurée sans métal. Contrairement
au zinc et au cuivre, le plomb n’induit pas de différence d’activité des fusions
transcriptionnelles.

Dans le contexte de la délétion de zraR, d’une part, I'activité de la fusion PzraS::lux est
similaire a celle de la souche sauvage en milieu LB, LB additionné de glucose et LB additionné
de plomb. En revanche, I'activité de la fusion chez le mutant AzraR est inférieure a celle de la
souche sauvage en milieu LB contenant du cuivre et du zinc. D’autre part, I'activité de la fusion
PzraP::lux est nulle dans la souche AzraR pour toutes les conditions.

Dans le contexte génétique du mutant AzraP, 'activité de la fusion PzraSR::lux est
similaire a celle de la souche sauvage en condition LB et LB additionné avec du glucose 0.4%.
En revanche, 'activité de la fusion PzraP::lux est 3 fois plus forte chez le mutant AzraP que
dans la souche sauvage en condition LB. En présence de zinc ou de cuivre, I'activité de la fusion
PzraSR::lux est 5 et 4 fois et I'activité de la fusion PzraP::lux est 2 et 3 fois plus importante que
celles de la souche sauvage.

Ces résultats montrent que chez C. rodentium :

¢ En condition LB, le niveau d'expression basale de zraP est 2,6 fois supérieur a celui de
zra$, ce qui suggere que le promoteur de zraP est plus fort que le promoteur de zrasS.
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% Le locus zraPSR est régulé négativement en présence de fortes concentrations en

glucose. Cette répression n’est pas liée a la présence ou I'absence de ZraR.

% Le zinc et le cuivre sont les meilleurs inducteurs de la fusion PzraP::lux et PzraS::lux

avec un profil d'expression trés similaire de ces deux fusions. L'induction du systéme
rapporteur en présence de zinc et de cuivre est directement liée a la présence du
régulateur ZraR.
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Figure 31 : Profil d’expression des promoteurs zraSR et zraP chez Citrobacter rodentium

Les génes de I'opéron lux sont sous le contréle des promoteurs zraSR et zraP. L’activité du promoteur est
étudiée dans le contexte génétique de la souche sauvage (WT, en bleu) et des mutants AzraR (en rouge) et
AzraP (en vert). La luminescence est mesurée toutes les 20 minutes pendant 24h a 37°C, en présence de
concentrations subinhibitrices de cuivre (Cu), zinc (Zn), plomb (Pb) et cadmium (Cd) en microplaques de 96
puits. Cette figure représente la luminescence maximale exprimée en unité arbitraire (U.A.) normalisée par
la D.O. 600nm correspondante pour chacune des conditions de culture.
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3.1.1 — Activité des promoteurs du systeme Zra de E. coli et C. rodentium chez E.coli
La région intergénique du locus zra présente une identité génomique trés importante

(69.10%) entre E. coli et C. rodentium (Figure 30). De plus, les zones de fixation de ZraR sont
tres similaires entre les deux bactéries. Cela laisse supposer que le régulateur ZraR de E. coli
pourrait reconnaitre et se fixer sur la région promotrice des genes zra de C. rodentiium. Afin
de répondre a cette question, I'activité des fusions entre le promoteur de zraS ou de zraP de
C. rodentium et les génes rapporteurs lux a été étudiée chez E. coli (Figure 32 C et D). A titre
de comparaison, les fusions PzraS::lux et PzraP::lux de E. coli ont également été étudiées dans
les mémes conditions chez E. coli (Figure 32 A et B).

Les valeurs de luminescence maximale des différentes fusions en présence ou non de
métal sont représentées dans la figure 32. Chez la souche sauvage de E. coli, I'activité des
fusions PzraSR::lux et PzraP::lux de E. coli est environ 100 fois supérieure en présence de zinc
ainsi que 4 et 2 fois inférieure en présence de forte concentration en glucose (Figure 32 A et
B).

Chez la souche AzraR, I'activité de la fusion PzraSR::lux est inférieure a celle de la souche
sauvage en LB additionné en glucose, en LB additionné en cuivre et en LB additionné en zinc.
L'activité de la fusion PzraP::lux est nulle lorsque le gene zraR est muté.

Chez la souche AzraP, les fusions PzraSR::lux et PzraP::lux de E. coli ont une activité supérieure
a celle de la souche sauvage notamment en LB additionné en zinc (Figure 32 A et B).
Contrairement a chez C. rodentium, le cuivre n’a pas d’action sur I'activité des promoteurs de
zra chez E. coli et le zinc a un effet inducteur beaucoup plus fort (100 fois).

Les fusions PzraSR::lux et PzraP::lux de Citrobacter rodentium RCI2 ont été placées chez
les souches WT, AzraR et AzraP de E. coli W3110 (Figure 32 C et D). Chez la souche sauvage,
les fusions transcriptionnelles sont actives et |'activité des fusions est diminuée lorsque le
géne zraR est muté. Cela signifie que le régulateur ZraR de E. coli peut reconnaitre et jouer
son role de facteur de transcription au niveau de la région promotrice de zraSR et zraP de C.
rodentium. Chez E. coli, I'activité des fusions transcriptionnelles de C. rodentium est tres
proche de celle des fusions de E. coli. Chez la souche sauvage, la fusion PzraSR::lux est
réprimée en présence de forte quantité de glucose et activée en présence de zinc (10 fois) par
rapport a la condition LB (Figure 32 C). Concernant la fusion PzraP ::lux chez la souche sauvage,
la fusion ne présente pas d’activité différentielle entre la condition LB et LB additionné en
glucose. De plus, I'activité de la fusion est 100 fois supérieure en présence de zinc par rapport
a la condition sans métal (Figure 32 D).

Chez le mutant AzraR, la fusion PzraSR :lux n’est plus activée en présence de zinc en
comparaison avec la souche sauvage et I'activité de la fusion PzraP ::lux est nulle.

En revanche, chez le mutant AzraP, I'activité des fusions ne différe pas avec celle chez la
souche sauvage.
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L'identité génétique entre les deux souches est suffisante pour que ZraR de E. coli
puisse reconnaitre le locus zra de C. rodentium. Mais la régulation du locus zra de C. rodentium
chez E. coli est différente de celle chez C. rodentium. En effet, I'activité des promoteurs n’est
plus induite en présence de cuivre et I'induction de I'activité notamment de PzraP::lux en
présence de zinc est supérieure chez E. coli par rapport a celle chez C. rodentium (100 fois
contre 5 fois).
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Figure 32 : Profil d'induction des promoteurs de zra$ et zraP de E.coli et C.rodentium chez E. coli W3110 WT,
AzraR et AzraP

Les génes de I'opéron lux sont sous le contréle du promoteur zraSR et zraP de E.coli W3110 et de C.
rodentium RCI2. L’activité du promoteur est étudiée chez E. coli W3110 dans le contexte génétique de la
souche sauvage (WT) et du mutant AzraR. Le profil de I'induction du promoteur est analysé en mesurant la
luminescence émise toutes les 20 minutes pendant 24h a 37°C, en présence de glucose ainsi qu’en présence
de concentrations subinhibitrices de zinc (Zn) et de cuivre (Cu) en microplaques de 96 puits. Cette figure
représente la luminescence maximale normalisée par la D.O. 600nm correspondante pour chacune des
conditions de milieu. Le test de Mann-Whitney a été réalisé et une différence (p<0,05) entre deux conditions
est indiqué par a ou b. Une différence entre la souche sauvage en condition LB + G (0.4%), LB + Zn 500um
ou LB + Cu 100uM par rapport a la souche sauvage en condition LB est indiquée par un « a ». Une différence
entre la souche sauvage par rapport aux souches mutées dans une méme condition est indiquée par un «
b ».
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3.1.2 — Quantification de ZraR par western blot

Dans la partie précédente, les analyses de 'activité du promoteur des genes zraSR ont
montré que chez E. coli et C. rodentium, la mutation du géne zraP entrainait une augmentation
de I'activité du promoteur en condition LB supplémenté avec du zinc. Afin de vérifier si la
délétion du gene zraP a un impact au niveau de la quantité de la protéine ZraR, les bactéries
sauvage (WT) et mutées (AzraR et AzraP) ont été cultivées en LB supplémenté avec 500uM de
zinc jusqu’a une D.O. de 1. Les extraits ont ensuite été analysés par Western-Blot avec les
anticorps anti-ZraR (figure 33). Comme attendu, La protéine ZraR n’est pas détectée chez les
mutants AzraR. Par ailleurs, |l semblerait qu’il y ait une quantité supérieure de protéine ZraR
chez E. coli par rapport a C. rodentium. Néanmoins cela peut étre di a une détection plus
faible de la protéine ZraR de C.rodentium puisque les anticorps sont spécifiques de la protéine
ZraR de E. coli. Chez ces deux bactéries, la quantité de la protéine ZraR est supérieure dans le
mutant AzraP par rapport a la souche sauvage (WT). Cette observation est cohérente avec
I’augmentation de I'activité du promoteur de zraSR chez AzraP par rapport a la WT.

E. coli C. rodentium
Roti-Mark

Tricolor (kDa) WT  AzraR AzraP WT AzraR AzraP

100 ——
75—
60 ——
45 —
35 ——

25 =——

20 =——

Figure 33 : Quantification relative de ZraR en condition LB supplémenté en zinc chez E. coli et C. rodentium
par Western-Blot Anti-ZraR

Les bactéries sauvages (WT) et mutées (AzraR et AzraP) de E. coli et C. rodentium ont été cultivées en LB
supplémenté avec 500uM de zinc jusqu’a une D.O. de 1. Les cellules ont été récupérées et lysées. Les extraits
cellulaires ont été séparés sur gel SDS-PAGE (15% d’acrylamide) et transfert sur membrane PVDF. Ensuite la
présence de ZraR a été vérifiée a l'aide d’anticorps anti-ZraR. La protéine ZraR a été détectée par
chimioluminescence et sa position est indiquée par une fleche bleue. Les bandes du marqueur de taille ont
été reportées a gauche de I'image.
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3.2 — Analyses phénotypiques

3.2.1 — Le systeme ZraPSR n’est pas impliqué dans I'homéostasie métallique

L’expression des genes du systeme ZraPSR est fortement induite en présence de
concentrations sub-inhibitrices de cuivre et de zinc (Figure 31). Le systeme pourrait permettre
de détecter la présence de zinc ou de cuivre et d’y répondre en protégeant le cytoplasme de
la surcharge en métaux. Chez E. coli, le systéeme Zra a déja été montré comme ne participant
pas a la résistance en présence de zinc ni de cuivre (Petit-Hartlein et al. 2015). Afin d’évaluer
si le systeme ZraPSR est impliqué dans I’"homéostasie métallique chez C. rodentium, les CMI
(concentrations minimales inhibitrices) de la souche sauvage (WT) et des mutants (AzraR et
AzraP) ont été déterminées pour le zinc et le cuivre.

Les CMI du zinc sont estimées entre 750 et 800 uM en milieu riche et 2.75 et 3mM pour celles
du cuivre. La figure 34 montre qu'aucun des génes zra n'est impliqué dans la résistance au zinc
ou au cuivre car les valeurs CMI sont identiques entre la souche sauvage et les mutants.
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Figure 34 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice de zinc et de cuivre pour la bactérie
Citrobacter rodentium en milieu riche

Quatre précultures biologiquement indépendantes ont été réalisées pour chaque souche en absence de
métaux en milieu riche liquide, LB, jusqu’a D.O de 0,6. Les bactéries ont ensuite été inoculées dans du milieu
riche LB a D.O finale de 0,006 dans les puits d’une plaque de 96 puits contenant ou non des concentrations
croissantes de zinc (A) ou de cuivre (B). La plaque a été incubée a 37°C pendant 24h avec agitation et mesure
de la D.O toutes les 20 minutes. Les résultats sont exprimés par rapport a la condition sans métal a 10h de
culture.

3.2.2 — Le systeme ZraPSR est impliqué dans la survie en présence d’antibiotiques

Le systéeme ZraPSR chez E. coli est impliqué dans la réponse a différents stress notamment
aux antibiotiques (Rome et al. 2018). En effet, il a été proposé que ce systeme soit un systéme
de réponse au stress de I'enveloppe. C'est pourquoi nous nous sommes intéressées a I'impact
de la délétion de zraR et zraP sur la sensibilité aux antibiotiques de C. rodentium. Afin de
visualiser I'impact de la délétion de zraR et zraP sur la sensibilité aux antibiotiques, les
pourcentages de survie ont été déterminés par rapport a la condition sans antibiotique (Figure
35). Chez C. rodentium, en présence de chlorure de benzéthonium (20ug/uL) et de polymyxine
B (0.6ug/uL), les souches AzraR et AzraP ont des pourcentages de survie 10 et 2 fois inférieurs
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a celui de la souche sauvage (Figure 35). Le systeme Zra semble donc étre également impliqué
dans la résistance intrinseque aux antibiotiques chez C. rodentium.
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Figure 35 : Pourcentages de survie de C. rodentium WT, AzraR et AzraP en présence de différents
antibiotiques

Les pourcentages de survie en présence de différents biocides sont présentés pour la souche sauvage WT et
la souche mutante AyhdWXYZ. Cette expérience a été réalisée en 4 réplicats pour les tests en présence de
polymyxine B et de mécillinam et en 2 réplicats pour le test en présence de benzéthonium chloride sur des
cultures biologiquement indépendantes. Le test de Mann-Whitney a été réalisé et une différence (p<0,05)
est indiqué par *.

3.2.3 — La protéine ZraP n’est pas impliguée dans la pathogénie/virulence de C.
rodentium

Dans le systeme Zra, la protéine ZraP joue a la fois un role de rétrocontréle du systeme
et elle est impliquée dans la résistance aux antimicrobiens notamment la polymyxine B et le
chlorure de benzethonium chez C. rodentium. Ces méme effets avaient déja été montrés dans
des études antérieures chez E. coli (Rome et al. 2018). De plus, Thomassin et al ont montré
gue la délétion des genes zra$ et zraR a un effet sur la virulence de C. rodentium (Thomassin
et al. 2017). Etant donné que ZraP est également impliqué dans les phénoménes de
résistances aux antimicrobiens, son implication dans la pathogénie de C. rodentium a été

investiguée.

Citrobacter rodentium est un agent infectieux responsable d’une perte de poids
modeste et transitoire ainsi que de diarrhées chez la souris. Deux souches de souris sont
principalement utilisées comme modeles : C57BL/6 et C3H/HeJ. Chez la souris C57BL/6, le
pathogéne est responsable d’une forme de maladie modérée alors que chez la souris C3H/HeJ,
le pathogene est responsable d’'une forme sévere de la maladie pouvant étre fatale a cause
de la déshydratation. Dans une démarche de bien-étre animal, nous avons utilisé le modele
C57BL/6 dans cette étude.

Le protocole d’infection avec Citrobacter rodentium a été mis au point a I'aide de la
publication de Crepin et al. (Crepin et al. 2016). Afin de diminuer les variations pouvant étre
liées au stress des animaux ou I’alimentation, les souris ont eu une semaine d’acclimatation a
I’'animalerie Dubois préalablement a I'expérience. Au jour 0, une solution de PBS ou une
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solution de 10° CFU de bactéries WT ou AzraP a été inoculée par gavage oral a 5 souris.
Ensuite, le poids des souris a été suivi quotidiennement. Le pourcentage de poids par rapport
au Jour 0 présente une variabilité élevée en fonction des individus. Néanmoins, les souris
infectées semblent avoir une prise de poids moins importante que les souris non infectées
(Figure 36A).

Les féces ont également été collectés quotidiennement. Elles ont été pesées, broyées
dans du PBS stérile puis étalées sur milieu MacConkey sorbitol. Ce milieu permet uniquement
la croissance des entérobactéries. Etant donné qu’il y a trés peu d’entérobactéries
naturellement présentes dans le tube digestif, le dénombrement sur ce milieu permet
d’évaluer le nombre de CFU de C. rodentium par gramme de féces. La concentration chez les
souris du groupe témoin reste faible (10° CFU/g) et constante tout au long de I'expérience
(Figure 36B). En revanche, comme attendu, la concentration chez le groupe infecté avec la
bactérie WT augmente et atteinte un plateau a partir du 6™ jour post-infection (4 x 10°
CFU/g). A partir du 11®™ jour, la concentration bactérienne commence a diminuer
correspondant a la phase de clairance ou I’héte commence a éliminer I'infection (Figure 36B).
Chez le groupe infecté avec la bactérie AzraP, la concentration bactérienne évolue de la méme
facon que chez le groupe infecté par la bactérie WT excepté une clairance légérement
supérieure entre le 10 et 14%™e jour (Figure 36B).

Le 14™e jour post-infection, les souris ont été sacrifiées et leur colon a été prélevé.
Dans un premier temps, leur colon a été pesé et sa longueur mesurée puis dans un second
temps, 5mm ont été découpés et fixés afin d’étre utilisés pour réaliser des analyses
histologiques. Citrobacter rodentium est responsable de légere colite chez le modeéle murin
C57BL/6. Afin d’évaluer cet effet, le poids des colons a été rapporté a leur longueur. Ainsi, une
augmentation significative est visible chez les souris infectées en comparaison du groupe de
souris non infectées (p>0.05) (Figure 36C). En revanche aucune différence n’est visible entre
les souris infectées par la bactérie WT et les souris infectées par la bactérie AzraP (Figure 36C).
Les colons ont été fixés dans du paraformaldéhyde (PFA) puis inclus dans un bloc de paraffine,
coupés au microtome et colorés avec la coloration HE (Hématoxyline et éosine, figure 36E) et
PAS (Periodic Acid Schiff, figure 36F). L'inclusion dans la paraffine et les coupes ont été
réalisées par mes soins dans les locaux du laboratoire BF2i et les colorations par la plateforme
d’histopathologie de VetAgroSup. L’infection par Citrobacter rodentium provoque une
élongation des cryptes intestinales (CCH, colonic crypt hyperplasia) et une déplétion en
cellules caliciformes. Le premier paramétre a été évalué en mesurant 10 cryptes correctement
orientés chez chaque souris symbolisée par un trait noir dans la figure 36D. La taille des cryptes
est significativement supérieure chez les souris infectées par rapport aux souris non infectées
(p>0.0001). Aucune différence n’est observée entre les deux groupes de souris infectées
(Figure36D). La coloration au PAS permet d’identifier les cellules caliciformes car les
polysaccharides présents dans le mucus sont oxydés par I'acide périodique. Dans la figure 36F,
cette coloration permet de mettre en évidence que les souris infectées ont des cellules
caliciformes plus petites et probablement moins de mucus que les souris non infectées. Ces
analyses ne montrent pas d’effet de la délétion de zraP sur la virulence de Citrobacter
rodentium.
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Figure 36 : Impact de la délétion de zraP sur la pathogénie de C. rodentium

Les souris C57BL/6 ont été infectées par gavage oral avec une solution de PBS, une solution bactérienne de
WT RCI2 ou AzraP RCI2 (n=5). (A) Le poids des souris a été suivi quotidiennement. Le pourcentage du poids
des souris par rapport au jour de l'infection est présenté pour chaque jour post-infection. (B) Les feces ont
été collectées quotidiennement, pesées, broyées dans du PBS et étalées sur MacConkey Sorbitol. La
concentration bactérienne a été déterminé en CFU/gramme de féces. (C) Les souris ont été sacrifiés aqu 147¢me
jour et leur colon a été prélevé. Il a été pesé et mesuré, ce qui a permis de déterminer un ratio poids/longueur
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du colon en mg/mm. Le test statistique de Mann-Whitney a été réalisé et une différence p<0.05 entre les
conditions d’infection et la condition contréle est indiquée par *. (D et F) Les colons ont été fixés, inclus dans
de la paraffine et coupés en fine lamelle au microtome puis colorés avec de I’hématoxyline et de I’éosine (D)
ou du PAS (E). (F) Dix cryptes intestinales correctement orientées ont été mesurées par souris. Le test
statistique de Mann-Whitney a été réalisé et une différence p<0.0001 entre les conditions d’infection et la
condition contréle est indiquée par ****,

4 - Conclusion

Dans ce chapitre, I'’étude de la conservation du systéeme ZraPSR a montré qu’il était
présent chez des Enterobacteriaceaeee, des yersiniaceae et des budviciaceae. Chez les
Enterobacteriaceaeee, ce systeme est conservé seulement chez le clade d’Escherichia et celui
de Klebsiella. Les trois éléments du systeme ZraPSR ont co-évolué et sont retrouvés ensemble
chez toutes les entérobactéries ou le systéeme est présent. Le systeme ZraPSR semble plus
conservé chez une majorité d’entérobactéries pathogénes ou commensales des mammiféres.

Le systeme ZraPSR a ensuite été étudié chez un pathogene murin, Citrobacter
rodentium. Chez cet organisme, ce systeme est activé en présence de zinc mais également de
cuivre. Néanmoins le systeme n’est pas impliqué dans ’lhoméostasie métalligue comme cela
avait déja été observé chez E. coli. Nous avons aussi montré que la délétion de zraR ou zraP
augmentait la sensibilité a la polymyxine B et au chlorure de benzethonium. Une étude a déja
mise en évidence I'impact de la délétion de zraR sur la virulence de Citrobacter rodentium.
Afin de déterminer si ZraP jouait également un réle dans la pathogénie, des tests d’infections
ont été réalisés. Il semble que ZraP ne soit pas impliqué dans la virulence.
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Chapitre VI — Identification des cibles du régulateur ZraR et de
nouveaux acteurs de la réponse au stress

1 — Avant-propos

Dans le chapitre précédent, le role de ZraPSR a été mis en évidence dans la résistance
a la polymyxine B et au chlorure de benzéthonium chez C. rodentium. Des études précédentes
avaient montré que le systéme Zra était impliqué dans la résistance a la polymyxine B chez E.
coli (Appia-Ayme et al. 2011). Les travaux de la these de Kevin Rome ont montré que la
délétion de zra$S ou zraP conférait une sensibilité accrue a de nombreux antibiotiques et des
stress environnementaux. Une approche de microscopie a également montré que les mutants
de ce systéme présentaient un défaut d’intégrité membranaire en présence de biocides (Rome
et al. 2018). Le systéme ZraPSR a donc été proposé comme un systéme de réponse au stress
de I'enveloppe (ESR).

Néanmoins les mécanismes moléculaires sous-jacents du fonctionnement de ce
systeme restent a élucider. Dans la littérature, les ESR ont un réle prépondérant dans la
réponse au stress via le controle coordonné de I'expression d’un certain nombre de genes.
Jusqu’a présent le régulateur ZraR était seulement connu comme régulant le locus zra. Or, on
peut supposer que ce régulateur pourrait jouer un role de facteur de transcription au niveau
d’autres loci. Pour répondre a cette question, lors de la thése de Kevin Rome, les cibles
potentielles de ZraR ont été identifiées par une approche de ChIP-seq (Chromatin
Immunoprecipitation Sequencing). Cette approche a permis d’identifier les zones de fixation
du régulateur ZraR avec I’ADN et d’identifier les génes potentiels directement régulés par le
régulateur. Durant mon master et le début de ma thése, jai étudié la régulation de
I’expression de certaines de ces cibles par qRT-PCR afin de valider ou infirmer leur régulation
par ZraR. Ces travaux ont fait 'objet d’'une publication présentée ci-dessous. Par la suite,
certaines cibles ont été plus particulierement étudiées pour comprendre leur réle dans la
réponse au stress.
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2 — |dentification des cibles par ChIP-seq et validation par gRT-PCR
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Abstract

Dwring their lifecycle, bacteria are exposed to continuous changes in their environment, some of which ara
stressful and can be harmful. The cell envelope is the first line of defense against a hostile environment, but it
is also the first target for damage. To deal with this problem, bacteria have evolved systems collectively called
“envelope stress response.” or ESR, dedicated to the detection and repair of damaged components. Here we
decided to investigate whether the atypical two-component system ZraP-5H is a novel ESR. Based on the
screening of mora than 240 drugs using the Biolog technology, we show that the deletion of zraP or zraR
confers increased susceptibility to five classes of antibiotics and to some environmental stress targeting the
anvelope. Using a microscopy approach, we also establish that ZraP and ZraR are required to maintain
envelope integrity. So far, the ZraR regulator was only known to activate the transcription of zraP and zraSH.
Using chromatin immunoprecipitation followed by sequencing and RT-gPCR, we have now identified 25
additional genas regulated by ZraR, the majority of which are involved in the response against stress. Taken

together, our results demonstrate that ZraP-5H is a novel ESH.

2 2018 Elsevier Lid. All rights resanved.

Introduction

A commaon feature of bactera is that their envelope is
in direct contact with their environment. Tha integrity of
this structure is thus crucial to protect the cells against
changing or stressful conditions. Detection of stress
defacts in the call wall structure or assembly, and ability
to repair and maintain the envelope structure are key
functions allowing bacteria to evolve in unbalanced
environments. In Gram-negative bacteria, several
signal fransduction pathways are dedicated to the
detection of damage of the envelope and to a rapid
response via franscriptional regulation of effector
genes. These systems are grouped under the term
envelope stress response (ESR). Each ESR detects a
sot of stimuli and controls the expression of genes
imvodved in different cellular functions that concur to the
repair or the homeostasis of the envelope. These
stimuli range from physical (heat, surface adhesion),
chemical (indole, antibiotics, metals) to biclogical stress

DO22-283640 2018 Blseviar Lid. All Aghts resensed.
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(misfolded or damaged proteins) [1]. In Eschenchia
codl, the main ESRz are the ok, Psp, Cpx, Bae and Rcs
pathways [2-5]. Most of these ESRs systems belong to
the two-component systemns family, like Rcs, Bae or
Cpx [B]. A sensor composed of a histidine kinase
located in the inner membrane autophophorylates
upon signal detection and subsequently phosphory-
lates a cognate cytoplasmic response regulator [7].
When activated, the regulator modulates the expres-
sion of the stress response.

One of the best-characterized ESRs is the Cpx
system composed of the CpxA histidine kinase and the
CpxR response regulator. Cpx is induced by a diversity
of extracytoplasmic stimuli such as pH wvariations,
hyperosmolarity, indole and metals [8]. It is also
rasponsive to periplasmic protein misfolding, peptido-
glycan aleration and fluctuations of the physical
properties of the membranes [3]. Motably, Cpx
responds to the fluctuation of the outer-membrane
proprieties upon cell attachment to hydrophobic

J Mol Biod {2018} 430, 49714985
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surfaces, in an NipE-dependent manner. Overaxpres-
sion of this this outer-membrane Epoprotein leads to
activation of CpxA [9]. It has been shown also that the
Cpx systern monitors the appropriate targeting of
lipoproteins and contributes to the suppression of the
toxic effect in case of mislocalization [10]. A transcrip-
tomic study revealad that induction of Cpx by MipE
results in the deregulation of a hundred genes [11]. The
signature of stress adaptation mediated by CpxAR is
the down-regulation of several large and energy-
consuming membrane complexes, and the up-
requlation of proteases and chaperones [11]. The
identification of CpxP as an accessory protein of the
two-component CpxAR system raised the question of
its role. CpxP does not seem to be involved in signal
transfer between CpxA and CpxR. Instead, it modu-
lates the autokinase activity of CpxA by interacting with
its sensor domain. This interaction results in a negative
feedback on the CpxAR signaling cascade [12]. The
CpxA-CpxP interaction has besn infered from the
structural of CpxP. CpxP is an antiparallel dimer
and has an o-helix structure forming a cap shaped
dimer. Interestingly, the concave surface has many
positively charged residues, whereas the convex
surface containg a hydrophobic patch. It has bean
suggestad that the positively charged concave surface
of the CpxPF dimer interacts with negatively charged
residues of the periplasmic domain of CpxdA. When
under stress, CpxP would be dissociated from Cpo
by misfolded proteins, through their interaction with the
hydrophobic patch in the comvex region of the former
[13,14]. Following its release, CpxF is proposed to
contribute to prevent protein aggregation through its
chaperone activity [13].

The CpxP structure has mevealed a structural
homology to periplasmic proteins that was not
predictable from the amino acid sequence. These
structural homologs were grouped under the name
of “CpxP suparfamily,” consisting of the perplasmic
proteins CpxP, Spy and ZraP [15]. The amino acid
saquance identity between ZraP and Spy, ZraF and
CpxP, Spy and CpxP is 13%. 12% and 29%,
respectively. Thesa proteing have the structural
particularity of being organized in oligomers com-
posed of dimers of intertwined a-helices. In addition
to this common tertiary structure, the analysis of
CpxP, Spy and ZraPF structures revealed the
presance of an LTXXO motif forming a “pinhead” at
the end of a helix specific to this family. Although the
chaparone function of Spy and CpxP in the stress
response of the envelope has been known for a long
time [16], this is not the case for ZraP for which a
similar role has been inferred only from indirect
observations [17].

The zraP gene is clustered and co-regulated with
the two-component system zraSH. The expression
of ZraP and ZraSR is induced by Zn®* through the
zra5A phosphorelay, although it is not involved in
zinc resistance [18]. Interestingly, we previously
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showed that ZraP displays chaperone properties
and is a repressor of the expression of the ZraP-5R
system [18]. Thus, both at the structural and
functional levels, the Zra system share similarities
with the Cpx signaling pathway.

The functional corvergence betweaen Spy and CpxP
was suggestad by the fact that the expression of spy
and cpxP is induced in the presence of polyrmyxin B
[15]. Polymyxin B is an antibictic of the family of cationic
peptidas which binds to negatively charged lipopoly-
saccharides (LPS) leading to atteration of the outer
membrane [20]. Appia et al [17] investigated in
Salmaonefla entenca the effect of polymyxin B on the
third element of this structural family, ZraP. Ultimately,
by phenatypic analysis of deletion mutants AcpxF,
AzraP and Aspyin the presance of polymyxin B, these
authors showed that all the components of the “CpxP
superfamily” are invohved in the intrinsic resistance to
this antibiotic. This result also suggested that ZraP is
imvoived in envelope homeostasis.

Here, wa have investigated the function of ZraP-5R
in antibiotic resistance and characterzed the regulon
of ZraR. We show that ZraP and ZraSH are important
to maintain meambrane integrity in the presence of
biocides targeting the envelope, suggesting that Zra is
a novel ESH. We finally demonstrate, using chromatin
immunoprecipitation followed by sequencing (Chip-
Seq), that ZraR controls a regulon of genes of diverse
functions that may be crfical to maintain envelope
integrity and cell sunvival under strassful conditions.

Results

Zra confers intrinsic resistance to several drugs

The absence of ZraP confers sensitivity to the
cationic polypeptide antibiotic polymyxin B in
8. entarica [17], suggesting that it may ba involved in
biocide resistance mechanisms. To further its charac-
terization and determine if ZraP is actually a key actor
of cell survival under stressful condtions, we used the
Biolog Phenotype Microarrays technology [21]. Thus,
240 chemicals were screened that belong to different
chemical classes: detergent, uncoupling agents,
metals, antibiotics and s0 on. E coli lacking zaP
developed sensitivity to sewen drugs, five of which
were antibiotics (Table 1). AzraP mutant was mone
zensitve to the antiblotice lomefloxacin (fluocroguino-
lone), capreomycin (aminoglycoside), puromycin
(aminonuclaasida), tatracycline (cycline) and amoxicil-
lim {B-lactam) than WT. The zraP debation mutant was
also mona sensitive to the detergent domiphan bromidea
and to the electron acceptor methyl viclogen. On the
other hand, it was more resistant to the antibiotics
cephalotin, and cefluroxime (B-lactams, cephalospo-
rin), amikacine (aminoglycoside) and the oxidative-
phosphorylation inhibitor CCCP (Table 1).
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Table 1. High-throughput scréaning of the sensitivity of the zrafR mutant 1o drugs

Drug Family Target Aarea (& zePWT) Phenoiype Azraf
Lomedioxacin Fluoroquincdona Raplication -5585 Sensitive
Puromycin Aminonucleosite Prodein eynihess —44B66

Aamodcillin f-lactam Peptidoghycan -31B0

Methyl wiologen Electron acceplor Riespiration -2832

Capreodmycn Arninoglycoside Prodein synthass -1421

Domiphen bromide Cluatemary Ammanium Membranes -1280

Tetracycine Ciyichine Protein eynthass -338

Cephatotin f-lactam Cephaloeporin Peptidoglycan BETD Fieaistant
Cefluraxine f-lactem Cephalosporin Peptidoghycan G266

Amikacine Arninoglycoside Prodein eynthasis 1364

CCCP Orcdative phosphornylaton inhibor RAespiration 1181

Using the Biclog technology, the recpiration of the bactena was monitoned for 24 ho Aarea: the area under the resulting curves were
calculated, then the area of the curve obiained with the wild-type strain was subtractad from the area of the mutant strain.

Because the Biclog technology may be occasionally
biazad, these results wera confirned by in viva survival
tests using the same drugs or drugs of the same
familias. Tha assays wera also extandad to more drugs
and to the AzaR mutant. For that purpose, the bacternia
wera first grown in liguid medium untl ODgng pm= 0.1,
then the drug was added at a sub-inhibitory concen-
tration to awoid any secondary effects; after 1 h the
bacteria wera spread on agar rich medium plates. Tha
survival bacterial rate comasponds to the ratio of living
cells in the untreated and treated conditions. The
impact of ZraP and ZraR on the cell survival is given by
the ratio of the survival rates between WT and mutant.
The Biolog results wene confirmed for most of the tested
chemicals. They were not confimed for methyl

L and CCCP for which opposite results were
obtained (Fig. 1a). As these two compounds are
electron uncouplers, they may interfere with the
reduction of tetrazolium dye which monitors the
respiration in the Biolog system. The Biclog results
were also not confirned for cephalotin as the obsarved
affect was not statistically significant. Amaong the other
chemical tested, the AzraP mutant was more sensitive
to benzethonium chioride (guatemary ammonium,
surfactant) and ampicilin (B-lactam) (Fig. 1a) and
more resistant to gentamicin (aminoghycosida). Wa
finally confirmed that zraF is more sensitive to
polyrmyin B. When tested, the AzraR mutant displayed
phenotypes similar to that of the AzraP mutant, except
that it was more sensitive to ifampicin (Afamycin) and to
mecillinam (f-lactam) (Fig. 1a).

The mole of ZraPSR in the intrinsic antibictics
resistance suggests that the expression of the zra
genas is induced in their presence. To test this
hypothesis, we have used transcriptional fusion
between the promoters of zaalP and zra5 and the
luxCDABE ganes. The induction profile of PzraP::lux in
responsa to antimicrobials at subinhibitory concentra-
tions was analyzed. The expression of zraPis induced
2- to 3-fold in the presence of benzethonium chloride,
mecillinam, polymyxin B, tetracycline and lomefioxacin
compared to the control condition (Fig. 1b). The
expression of zraf% was induced by the same
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compounds as zraP. To note, the fold change of
induction was less pronounced with 2r@5 as previoushy
observed using Zn as an inducer [18]. As a control, we
used cephalothin; the zra mutants were not mone
sentitive to this compound. In this case, the expression
of zraP or zraS was not induced and was similar o
the controd condition. These results demonstrate that
the expression of the system is induced by antimicro-
bials to which the mutants are more sensitive,
underlying the function of ZraPSR in responsa to
these antimicrobials.

Impact of the Zra mutations on environmental
stress survival

The Biolog chemical phenotyping, as well as the
i vivo assays, highlighted the susceptibility of the zra
mutants to several chemicals, mainly to thosea targeting
the envelope. Toinvestigate a morne general function of
the Zra system in stress survival, zrz mutants were
tested under environmental stresses that E. colfl may
encounter during its lifecycle and that affect the
envelope. The conditions tested were acidic pH, bile
salis, indole, oxidative stress and osmotic stress. The
deletion of zraF significantly altered the survival of
bacterial grown under acidic pH in the presence of bile
salts or after an osmotic choc with MaCl (Table 2), while
the deletion of zraR only conferred sensitivity to acidic
pH and osmotic shock (Table 2).

ZraP-5R are important for membrane integrity in
the presence of membrane-targeting biocides

Because of its similarity with CpxP-AR, ZraP-5SH was
predicted to be an ESR. To assess if the zra mutants
show defects in membrane integrity, we used the Liva/
Dead assay. This kit utiizes a mixture of SYTO 9 grean-
fluorescant nucleic acid stain and the red-flucrescent
nucleic acid stain, propidium iodide (LIVE/DEAD™
Baclight™; Thermo Fisher Scientific). With SYTO 9, all
bacteria display green fluorescence, whereas propi-
dium iodide penetrates only bacteria with damaged
meambranes, which display red fluorescence. In the
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Fig. 1. Impact of zraP ar zraR deletion on resistance to several antibiotics. (a) Relative survival rate of tha AzraP
(in blug) or Azraf (in red) mutants, compared fo the wild-type strain. *Denotes significant difference; *p < 0.05; ** p< 0.01;
“*p < 0.001; ****p < 0.0001, Student's ¢ test. (b) Expression of PzraP:lux (laft) or PzraS:iux (right) gene fusions in the
prasence of different compounds. The values represant the maximum of flusrescence owver OD 600 nm recorded in LB
medium at 37 °C.
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Table 2. Sensitivity of the zaP and zaA mutants o
enviranmeantal strasses

Condition Stress Survival ratis Survival rato
(WT/hzraP) (WTiAzmR)

Malic acid pH B.aT™™" aaor

Bille saits Mambrane 242" 1.01

Indole Membrane 1.44 ng 1.46

H.0, Oldative 1.05 ng 1.24

NalCl Camobc 1.60° 1.78°

The fallowing concentrations were used: 33 mM malic acd, 0.05%
bile safs. 3 miM indole, 1.5 m H,O,. and 500 mid NaCl. Sundval
(%) = CFU {colomy-forming wnits) of sumiving celleCFU of non-
challenged cells. Survival rato of the mutant (Azr or Azra) was
calculated as the ratio of surval percentages (WT/mutant).
*Denctes significant diference; *p < 0.05; ™ p < 0.01; *"p < 0.001;
=g < 0.0001; (ns.) = non signifcative (p > 0.05), Student's 1 test

absance of stress, the AzmaP or AzraRcells showed no
default in membrane integrity or in cell morphology as
comparad to the wild-type cells (Fig. 2A). Bacteria were
incubated for 1 h with different drugs at sub-inhibitony
concentrations. After freatment with the guatermary
amimonium surfactant (cationic biocide) benzethonium
chloride, the AzmaP and AzaR mutants displayed
significantly more red-labeled cells than wild type,
showing that their membrane integrity was more
affectad (Fig. 2B). Upon axposure to polymyxin B,
which disrupts the cell membranes, the AzrsF and
AzraR mutants also exhibited significantly more red-
labeled cells (Fig. 2C). Next, we incubated the cells with
mecilinam (adminocillin) a B-lactam antibiotic, an
inhibitor of the peptidoglycan transpeptidase PBP2,
which causes cell rounding. In this case, the bacteria
(WT and mutants) were all stained green. As expected,
all the cells were rounder than the unireated controls,
but the mutant cells were even smaller and more
spharical (see Fig. 54 for a magnification of the
images). The average cell size (measured as the
length between the two poles) in the control was
2.85 pm (+0.15) (Fig. 2D) whereas in the presence of
mecillinam, the ave size of the WT cells was
256 (£0.15) pm, that of the AzrsR mutant was
2.19 (£0.09) ym and that of the A z/aP mutant, 2.12
(x0.08) ym (Fig. 20). For comparison, we used
antibiotics that do not target the envelope but to which
the Azra mutants are mone susceptible. Accordingly,
in the prasance of tatracycline, which targets transla-
tion, few bacteria were [abeled red and no significant
differences were obtained betweean the Azra mutants
and the wild-type strain. The results were similar to the
contral condition in the absence of an extemnal dug
(Fig. 2A-E).

As a conclusion, in the presence of drugs that
target the envelope, the Azra mutants show en-
hanced membrane disruption and abnormmal cell
shape. This highlights the importance of the Zra
zystermn for envelope maintenance.
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ZraP protects the cell from envelope stress via
its inhibitory function of the system

Wa praviously showed, in witno, that ZraP displays
chaparone activity [18], indicating that the ability of Zra
to provide envelop maintenance andfor repair could
reside in that activity. To test that hypothasis, the ability
of ZraP to confer enhanced resistance to polymyxin B,
indapandantly to the activation of the ganes regulated
by FraR, was assessed. For that purpose, ZraF was
cloned in a pBad18 plasmid and transformed into WT
and AzrafF strains. Cells wena grown in the presence of
arabinose to the exponential phase to allow for ZraP
enprassion bafona the addition of 2 pg/mi of palymyxin
B. Induction of fraF expression was monitored by
Westem blot (Fig. 3a). One hour after treatment, no
significant differences wera obsernved in survival rates
between the cells expressing ZraP and the control
culturas that did not contain arabinose (Fig. 3b).
Because, the chaperon activity of ZraP is enhanced
in the presence of zinc lons, 500 pM of Zn®*,
comesponding to a sub-inhibitory concentration [18],
was added atthe same time as the antibiotic. Howewver,
aven in these conditions, no protecting effect of ZraP on
the paolymyxin B treatment was obsenved (Fig. 3b).

Mext, we tested a seres of previously character-
ized zraP mutants, H1A, AMNter and ACter, cloned in
a pUC plasmid. AMter and ACter mutants lack the
first four and the last seven amino acids of the
matura protein, respectivaly. Whila the three mutants
wera shown to be exported to the periplasm, they
were all impaired in their signaling function [18]. The
H1A and ANter mutants are defective in Zn®*
binding. The ACtar mutant retains its ability to bind
the metal ion and exhibits a chaperone activity
comparable to that of the wild-type protein but is
affected in it oligomerization state, the latter being
responsible for the loss of its repressor activity. The
mutated forms of ZraP were expressed in a AzraP
strain challenged with polymyxin B (Fig. 3c). None of
the zraP mutants were able to complement the
defective strain. These resulis suggest that ZraP
alone is not able to restore the intrinsic resistance to
the anvelop-targating antibiotic only via its chaparon
activity, and therefore, its participation to the cell
protection arises mainly from its repressor function of
the Zra system.

ZraR orchestrates a complex cellular network

As proposed above, ZraP is mainly a signaling
parner of the response to drug and environmental
stresses. It also contributes to maintain membrane
integrity. These functions suggest that, in addition to
zraSRand zraP, 7raR regulates genes involved in the
cellular defense against stresses. To examine the ZraR
regulon, we used a ChlP-Seq approach. First, we
raised polyclonal antibodies against ZraH that are
highly specific as shown by Western blot (Fig. 51).
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Fig. 2. The Zra system protects the cell envelope. Fluorescence microscopy of cells stained with Syto9 and propidium
iodide after exposure to the mentioned drugs. The merged acquisition of both channels is displayed. More than 600 cells
were counted. Representative fields are shown. Right panels (A-B-C-E): % = number of red cells/total number of calls.
Right panel (D): the call lengths were measured between the two poles, the differance with the control condition is shown.
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Fig. 3. ZraP alone is unable to restore cell survival under polymyxin B challenge. (a) Overexpression of ZraP from the
pBAD plasmid was monitored in the A zraR strain by Westam blot in the presence of Arabinose or Zn. (b) Survival ratio of
the WT or the AzraR strains compared with the same strains overproducing ZraP (+ZraP), challenged with polymyxin B.
Zn was added where mentioned. (c) Percentage of survival after 1-h exposure to 1 pg/ml polymyxin B. WT and mutant
AzraP complemented by zraP variants (WT, ANter, H1A, ACter). *Denotes a significant difference compared to the wild-

type strain (p < 0.05, Student's ¢ test).

Next, we optimized the conditions of induction of the
system by Zn**. For that purpose, we measured the
activity of a transcriptional zraP::jux fusion and
concluded that in LB medium the optimal induction
was obtained with 500 pM ZnSO, (Fig. S1). Finally, the
expression of ZraR was monitored during growth. ZraR
was optimally expressed at ODgeg nm = 0.6 and was
stably produced during both the exponential and
stationary phase (OD = 1.5) (Fig. S1). Using these
conditions, we mapped ZraR binding locations in the
presence of Zn®* using ChIP-Seq. As expected, the
number of reads was enriched in the zraP-zraSR
intergenic region in both biological replicates, with
enrichments of 2.24- and 1.64-fold, respectively
(Fig. S2, Table 3). Although these enrichment ratios
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are rather low for a region known to be regulated by
ZraR, this threshold was applied to select genes
potentially regulated by it. Second, only genes that
have enrichment peaks located in their upstream
region (Fig. S2) were considered as possibly regulated
by ZraR. A total of 39 ZraR binding locations were
identified using this approach (Table 3. The potential
ZraR targets are involved in numerous cell functions:
environmental stress response, metabolism, protein
synthesis, motility and biofilm formation. ZraR is not
only a response regulator of a two-component system
but also a bEBP (bacterial enhancer binding protein)
[22]. Because bEBPs are needed to activate sigma 54
factors, ZraR was predicted to activate the transcription
of sigma 54-dependent genes [23]. However, the
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Table 3. ChiP-Saq results

Geene ChiP-Seq Characteristics
Fold-change ALOGE10 Biolkegical process Product funciion o Factor®
{p-valug)

zraP 224 586 Siress response Chaperona and modulator of ZRSA a4

raid 1.87 246 Ribosome stabiiy ano

zard 216 444 Trans-transkaton ann

onp 1.82 118 miRNA degradation aTh

matiL 1.66 i) Transparter Uinknown
Putative antiblatic resistance

cspd 3.16 1293 Cold shock responss aTo

cspl 1.58 120 Cold shock response as4d, a7l

mpoH 2.4 A6 Sigma tactor 32 om0, a54, 024

=504 1.85 "7 Stringent starvation responss Uinknown

yhhY 1.63 54 M-acatyliransierase ann

whE 1.62 T2 Small reguistony AMNA feryi]

acrE 1.58 48,47 Multidrug export protein aTo

con 1.668 131 Chaperona and madulator of CpeAR

hokA 316 1293 Small toxic polypeptide a24

faur 2m 850 SdomyRetrahydrodolate cyclo-ligase Uinknown

al 1.58 42 Membrane component Hepiose epimerass Uinknown

yhaW 1.50 45 Putative aminag acid a4
ABC-transporter

waed 1.56 i Synthesis of LFS O-anbigen ann

meaty 278 BB Callular cycle TARN ann

yraiD 1.68 164 Putative topolsomerass Uinknown

=mE 1.82 TE rARN methyl transferass ann

i 1.82 B2 Transcrption tarmminaton facion Uinknown

maJ 1.7 181 Ribosomal protein ano

A 2m 161 Maotility Sigma tactor 28 o2&, a7l

cref 222 188 Bucdiim Small reguistony RAMNA furii]

govE 1.82 118 formation Small reguigtony RMNA aTo

h=mA 1.80 108 Biofilm perosde resistance putative Ipoprotein as

gind 4.76 2825 Metabalism Glutamine synihatase a4

tnaAg 1.58 123 Tryptophan transport &nd cataholsm ann

ginH 1.71 BE ghrigming transpor os4

argd 278 B2 Anginosuccinate synthetasa aTh

ity 1.55 ] Manitol dehydrogenase ann

ntrs 1.52 130 Sensory histiding kinase as4, a7h
Mitrogen metaboksm

xRl 1.68 B4 Hexwronate regulon frenscriptional repressor a3, a7i

gadw 1.51 394 Acid stress Unknown
Transcriptional schvator

aeul 1.73 T2 C4 dicarboxylate transparter aomh
anaerobic respiration

tktA 1.64 36 transhetolase Lininovm

W 1.668 131 Limboncasn Pulative protein ann

hax 1.7 BO Consenved protein feryi]

g:: 1.57 45 Putative protain a32, a70

1.73 72 Suppressor of F exclusion of phage T7 a3z

" o Factor: denctes the sigma factor known 1o control the gens, as deduced from Itersture and datahases.

majority of the promoter regions of ZraR gene targets
we screened are recognized by sigma 70 (Table 3).
ZraR might this not specifically control the expression
aof genas controlled by sigma 54.

Meat, the leval of expression of each target gene was
analyzed. For that purpose, total EMNAs were isolated
from the wild-type and AzraR strains grown in the
presence of Zn=*, and mAMASs levels wene quantified
using RT-gPCH. The differential expression of each
gene was tested, values are reported in Table 4. A total
aof 22 genes or operons showed significantly differant
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expression between the two sirains (Table 4). The
expressions of inad and tnal, coding for proteins that
regulate the intracelidar indole levels, wena mora
axpressad in the AzraR strains than in WT, indicating
that ZraR down-regulates their expression. The same
profile was found for mofl that codes for an effiux
pump. Conversely, the expression of other ganes was
reduced in the Azal stain. The latter contribute
among other functions to metabolism (gind. ginH,
axuA) or maotility (fid). Remarkably, the majority of the
ZraR up-requlated genes code for effectors involved in
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Table 4. Geneas that are confrolled by ZraR
TranscrpBonnal uni Product descriptionfonction Fold-change pwalue
acrE Muitidneg expart protein 255 0.0003
o Chaperone and modulator of CpaAR 2.62 0u0a7T3
espl Cold shock protein 3.79 0.0447
exLA MNegative regulator of exu regulon 2.52 0unD7e
A Sigma factor 28 7.589 0.0
gadV Acid siress — transcripicnal activator 2.58 0.0138
gired Glutamine synthetase 3.27 0.0324
gintH Glutamine transport 2.65 .02
matE Multidneg expart protein 7 0.0450
il Transporier-putative antibeotic resistance -3.85 0.DDEE
pnp RMA processing 2.88 U087
=TE Ribosome stability 3.89 004486
aD Hepioss epimerase 213 00363
poH Sigma factor 32 3.6 0.0023
L Siringent starvation response 3.05 0,037
a5rA Trans-translation 225 00229
tnad ; tnaf Tryptophan transport and indole producton -18.53; 0uo012 ;
-4887 0060
yha Futative amino ackd ABC transporier 10.45 0unD2s
yhhy M-acetyliransferass 21 0017
¥iiv Putative protein 3.24 0.0423
yraD) Futative topolsomerass 2.44 00307
zZraP Cheperone and modulator of ZraSA 35.67 0.0043

gRT-PCH reaults of the genes that are differentially expressed among those identified by ChiP-Seq. The fold change indicates the ratio of

pemne expression of strain WT to sirain Azraf.

the response to physico-chemical stresses such as uv
stress (pnp), thermal stress (poH, cspB). nutritive
deficiency (sspd) and detoxification (yhh¥). Some
other genes can only be indirectly connected to the
siress response because they are involved in essential
cell functions. These are genes coding for chaparones
(cpxP, zraP), a putative ABC transporter (yhdW,
enzymas catalysing |LPS synthesis (ral)), a protein
invodved in maintaining ribosome stability in stationany
phase (rzid), a protein involved in trans-translation
(ssrd), and a putative topoisomerase (ynol). ZraR also
controls regulatory proteins such as ExuR (catabolism
of hexuronate), NirB (nitrogen metabolizm), Flia (sigma
factor 28), ApoH (sigma factor 32). as well as small
regulatory RNAs (nhB, crsB. gevB). Finally, genas of
unknown function wene also detected (yjy, wedl fiesd).
‘We then tried to identify a consensus binding site in the
promoter region of regulated genes. No sequence maotif
could be obtained with automated tools (e.g., MAST,
GLAM), indicating that the ZraR regulator exhibits littie
saquence specificity. Howewver, specific bioinformatic
analysis of the validated regulatory regions (sea
Mateqials and Methods) provided a weak motif that
appears with strong accuracy in a subset of regulated
genes (Fig. 55). This low sequence spacificity may ba
related to the observation that ZraR activates the
transcription of both sigma 54 and sigma 70 promaotars:
this dual role involves different binding mechanisms,
usual saquence motifs may be poorly suited to describa
such versatility. Another possible explanation is that,
like many dimerc transcription factors, ZraR recog-
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nizes and binds DMNA regions with specific structural
and mechanical properies, which are also poorly
dascribad by usual sequence motifs [24). Even if the
structure of the DNA=protein complex is not available,
the central A'T tract is characterstic of flexible regions
that could be bent by the protein. In addition, Zral
prefarentially binds regions located between divengent-
Iy onentad transcription units, which are known fo
accumulate negative supercoiling [25.26] and exhibit
unusual DMA conformations. The mechanisms behind
ZraR binding selectivity may thus involve DNA
dynamical features rather than, or in addition to, the
static ganomic saquence.

To sum up, the global picture of the ZraR regulon
(Fig. 4) highlights the complexity of the cellular
regponse madiated by this transcriptional regulator.

Discussion

Previous works suggested that the ZraP5SR systam
is involved in the ESRH in 5. enfenca bacause the
deletion of zraP increased its susceplibiity to poly-
myxin B [17]. In addiion, E. colfl gene exprassion
databases (/genexpdbouedu) show that zaPSH
genes are induced by a set of conditions that cause
cellular stress [metals, (zinc, cadmium), antibiotics
(rifampycin, bicyclomycin), metabolism (anaerobic,
carbon monoxide), biofilm). Consequently, we decided
to analyze the exact role of the ZraPSR system in
response to extracellular stress.
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Is ZraP5SR a novel ESR?

The analysis of the ZraR regulon (Fig. 4) shows that
the majority of ZraR-activated genas encode stress
response proteins (chaperones, detoxification en-
zymes, stress response regulators, transporters). In
addition to these elements, we note that ZraR activates
the expression of important enzymes for the imple-
mentation of LPS (RafD). All these observations could
explain the obsened susceptibility phenotypes of Azra
miutants to somea antimicrobials targeting the emvalope.
The activation of repair and envelope synthesis genas
by ZraR could confribute to recover cell equilibrium in
the prasence of stress. In addition, wa have shown that
ZraP3R helps maintaining envelop integrity. The Liva-
Dead microscopy expariments reveal that in the
presence of antimicrobials (polymyxin B, benzetho-
nium chlonide) that cause a defect in membrane
imtegrity, the Arra[ and AsraP mutants have a more
pronounced loss of membrane integrity than the WT
girain (Fig. 2B-C). In addition, axposura to macillinam,
an inhibitor of call wall polymerization which results in
an abnormal cell shape, causes a defect of this process
in the mutants (Fig. 20). This result is evocative of the
Cpx system. Indead, CpxR mutants are more sensitive
to mecilinam and other R-lactams. It was shown that
mecillinam nduces the transcription of cpxP which
results in cell protection, probably by inhibiting the
activation of the system, since over-activation of CpxA
abolishes the effect of cpxP and leads to aberrant cell
shape. The fine control of the Cpx ESR is thus crucial to
maintain cell wall homeostasis [27].

Response to antimicrobial agents

High-throughput screening using the Biokog technol-
ogy showed that deletion of zmaP resulted in a
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significant increase in susceptibility to five classes of
biocides (Table 1). In agreement with the results of this
work, which underscore the mportance of the Zra
systam in antimicrobial resistance, it has baan shown
racantly that ZraP is one of the overproduced proteins
in the presence of the antimicrobial peptide magainin |
[28]. More genarally, we have shown that the deletion of
genes coding for ZraSR also resulted in a significant
increase in sensitivity to several anfimicrobials (Fig. 1).
The phenctype of the zraPand zraS mutants toward
drug susceptibiity i qualitatively largely similar. This
observation is counter-intuitive because ZraP has a
reprassive effect on Zral activation by ZraS. atthough it
agreas with published data on the Cpx systam showing
that both CpxP [17] and CpxR [19] deletion mutants
have a reduced tolerance to polymyxin. In addition,
dereguiation of the CpxAR two-component systems is
associated with excessive stress response. For in-
stance, binding of mammalian PGRPs (peptidoghycan
mc‘.og1iljm proteins) activates CpxA-CpxR and kills
bactaria by inducing membrane depolarization and
reactive oxygen spacies production [29]. In addition, as
mantionad abova, fine tuning of Cpid is essential to
maintain call wall homeostasis [27]. This suggests that
activation of the Cpx system must be tightly regulated to
meet its protecting effect. Similary, the feedback
inhibition of ZraSH by ZraP may be necessary to
counteract a sustained deleteriows activation.
Conversaly, as shown in Fig. 1a, the deletion of zra
genes increases the resistance to methyl viologen and
gentamicin. This may be explained by the fact that
extra-cytoplasmic stress signaling systems ane inter-
connected [4]. Thus, the deletion of zra could lead to
over-activation of another specific system that in-
creases the resistance. A similar cbservation was
made in a Acpxd mutant in the presence of gentamicin
[30]. Therefora, it would be interesting to measure the
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axpression of other ESRs under stressful conditions in
a ArzraSR context. The deletion of zra confers
suscaptibility to biocides targeting different cellular
mechanisms: protein synthaesis (tetracycline, puromy-
cin), DMA synthasis (lomefloxacin) or structuras of the
bacterial envelope (benzethonium chloride, domiphen
bromide, polymyxin B, ampicillin, mecillinam, amaoxi-
cillin). The demonstration that Zra has a role in
antimicrobial resistance is reminiscent of other ESRs.
Indeed, Psp, Bae, Cpx, Rcs and Cpx were shown o
increase resistance to several antibiotics (R-lactams,
guinolones, antimicrobial peptides) and antimicrobials
(bile zalts, H-02) {for a review, see Ref. [31]). In some
cases, this antimicrobial resistance relies on the up-
requlation of effiux pumps [31]. The characterization of
the ZraR regulon shows that it up-regulates mafE and
acrk (Fig. 4), two multidrug exporiers whose axpres-
sion may encounter for the resistance to the antibiotics
not imvolved in envelop stress response.

Specificity of the stress response

Although they shame some inducing conditions, the
main ESHs, Cpx, Ros, Bae, Psp and sigmakE have
quite distinct reguions [32]. The ZraR regulon shows
litthe or no overap with those of the above systems.
ZraR up-regulates raid, fid and cpxP similarly to PspF,
sigmak, and CpxR, respaectively. It also up-requlatas
moH and sspA like CpxR and sigmaE do (Fig. 53).
Unexpectedly, daspite its bEBP activator properties,
ChlIP-3eq and RT-gPCR results showed that ZraR can
repress gena transcription. tnad and tnal, are among
the most strongly regulated genes and are repressed
by ZraR with a 20-fold and a 50-fold drop in exprassion,
respactively, when comparing WT to the Asra strain
(Table 4). Strikingly, PspF, CpxR, sigma E and ZraR
also down-regulate fnadB genes. TnaB transports
tryptophan from the medium to the cytoplasm whan it
iz used by the enzyme TnaA to generate indole. This
process is affected by temperature, pH and the
presence of antibiotics [33]. Indole has been described
as a signal molacule associated with several bactarial
functions, including drug resistance [34]. In particular, it
increases the expression of genas encoding the export
systems madtdE. cusB, emrK and ycel, via the
activation of the Bae and Cpx systems [35]. Furthar-
more, ndole induces the expression of the RpokE, Bae,
Cpx, Psp and Fra systems [1732]. Therafore, the
repression of gene expression influencing its produc-
fion could constitute a negative feedback. As a matter
of fact, control of indole production is essential because
at high extraceliular concentrations (mh) it can inhibit
call growth and division in E. coli through its role as
ionophore of H* ions [36). ZraP activates mdiE
exprassion, while it reduces the amount of indole by
down-regulating #nadAB. It is possible that ZraR
counteracts the reduction of the multidrug resistance
protein expression due to the decrease of indole
production, and fosters antibiotic resistance.
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ZraPSR response mechanizsm

The genes of the ZraR regulon are also involved in
replication and protein synthesis (Fig. 4). Consequent-
Iy, the lack of the Zra system confers sensitivity to
antimicrobial stresses targeting these mechanisms
(Fig. 1a). Moraover, we show that the expressions of
zra5 and more strongly zraF are induced by com-
pounds that target not only the envelope but also
replication and protein synthesis (Fig. 1b ). As
mentioned abowve, other characterized ESRs also
confer resistance to drugs that do not farget the
aenvelopa. In the present study, we therafore propose
that inhibiting translation or replication may be detri-
maental for maintaining the envelopa integrity over tima
or during division. This effect may be mona pronounced
in the zra mutants.

Interestingly, the ExuR, RpoH. FliA, CspB and CspA
regulators and the ryhB, ssed and govB regulatory
RMNAs amre found in the ZraR regulon (Table 3). It
sugoests that the ZraSR-mediated response mecha-
nism may indirectly involves response effectors other
than those evidenced by the ChiF-Seq expaiment. It
would be worth the effort to validate this hypothesis by
camying out a franscrptomic analysis. This would
broaden our understanding of the system's contribution
to infrinsic antimicnobial resistance in E coli

The characterization of ZraP as a chaperone [17]
suggested that envelope stress causes this protein to
participata in the prevention of protein aggregation.
Elimination of the ZraP C-teminal domain imoabved in
ofigomarization impacted the sunvival of the cells upon
polymyxin B treatment (Fig. 3). Although this protein
retaing the chaperone function in witro, it is defectve in
the signaling function of the Zra system [17] (Fig. 3).
These cbsenvations suggest that the function of ZraP, in
the ESR response, is mainly to modulate the response
of the system and that the response involves activation
of the expression of other effectors of extracellular stress
response by ZraR. In addition, we have shown that most
of the Zra features are common with other ESR
systams; it allows us to propose that the Zra system is
a novel ESR conserved amang Proteobacteria.

Materials and Methods

Bacterial strains and culture conditions

The strains used in this work are summarnzed in
Table 51 (supplementary material) and are all dariva-
tives of E. coll K-12. Bacterial cells ware grown in LB
medium or ME3 minimal medium supplemented with
0.4%: glucose. ZnS0, heptahydrate, $9.999% pure on
trace metal basis, was purchased from Sigma-Aldrich.
Antibiotics and drugs were purchased from Sigma-
Aldrich. The plasmids used in this study are listed in
Table 52.
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Biolog PHENOTYPE MicroArrays

The drug sensitivity profile of AzraP W3110 was
determined using Biolog Phenotype MicroAmays (PMs
21-25). Each 96-well plate contains 24 different
chemical agents at 4 different concentrations. These
drugs ara divided in eight groups basad on their
structure and function: anions, cations, cyclic com-
pounds, organic compounds, membrane function
compounds, chelators, antibiotics and ni COm=
pounds. E coli WT W3110 and AzraP W3110 cels
were streaked on LB agar and were grown ovemight at
37 °C. Indwidual colonies were picked up from the
surface of agar plates by gently rubbing a sterile swab
across the surface. Then cells were suspended in
staribe inoculating fluid (IF, BiologTM) at a density
comesponding to 85% transmittance in the Biolog
turbidimeter. Then 100 pl of the bacterial inoculum was
transfermed into each well. Inoculated PM plates were
placed in the OmnilLog instrument for either 24 or 48 h
at 37 °C. Bacterial growth was estimated by following
tetrazolium dye reduction to colorimetrically monitor the
respiration of cells. Data were auwtomatically collected
avery 15 min.

Drugs susceptibility assay

To wverify the resulis of chemical sensitivity per-
formed with Biolog Phenotype MicroArrays, sunvival
stress assays were performed. Each strain was
inoculated in fresh LB medium and grown to an
ODggg of 0.1 at 37 °C. The cultures wera challenged
with the indicated antibictic at the concentrations
listed in Table 53. Cells were incubated in microtubes
at 37 *C, 550 rpm for 1 h and plated on LB plates
ovemight at 37 “C according to Ref. [17]. The survival
parcentage was calculated as follows: survival (%) =
CFU {colony-forming units) of surviving cells/CFU of
non-challenged cells. Relative survival rate of the
mutant (Az@aP or Azral) was calculated as the ratio of
survival percentage (WT/mutant).

Flasmid pBad18-zraP was obtained by subcloning
the full length ORF of zraPin pBad'18 betwaen the Sacl
and Sall restriction sites. E. coff AzraR W3110
containing pBad18-zraP, wera grown over night in
LE media with 34 pg/mL chloramphenicol. For inocu-
lation, the pre-culture was diuted 100 times in fresh
media and grown at 37 “C under 200 rpm agitation, in
the presence or in the absence of 0.02% of arabinose,
with or without 500 pM zinc. Polymyxins B (2 pgimL)
was added when cell reached an ODg,o0f 0,35 10 0.45.
After 1 h of treatment, cells were diluted 102 to 105
times, and 10 pL was spotted twice for drop counting.
Dilutions containing 5 to 30 cells wara counted.

Environmental stress assays

Cells were grown until ODgeg = 0.1 and then
exposed to environmental stress in LB medium or in
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ME3 sucrose for the condition with malic acid. The
following concentrations were used: 33 mM malic
acid, 0.05% bile salts, 3 mM indole, 1.5 mM H:0; and
500 mM NaCl. Cells were incubated under agitation
in microtubes at 37 °C, 550 rpm, for 1 h and plated on
LB agar plates. The number of bacteria was
estimated after ovamight incubation at 37 *C.

Microscopy imaging and analysis

Owvemight cultures wera diluted at 1:100 in fresh LB
medium and grown to an ODegq re, = 0.1 at 37 °C. Cell
samples were then treated with either antibiotics
(tetracycline 50 pg/mL, mecillinam 5 pg/mL, polyrmye-
in B 0.25 pg/mL) or antimicrobial reagents (beanzetho-
nium chloride 0.002%:) in the same conditions as the
one used in the drug susceplibility assays. The ratios
of dead cells after treatment were estimated using the
LIWEDEADE BacLight™ Bactarial Viability Kit (Thar-
moFisher Scientific). Cells were stained with Sytod
and propidium iodide for 15 min and transferred to a
slide mounted with 1% agarose in LB medium [37].
Comventional wide-field fluorescence microscopy
imaging was camied out on an Eclipse Ti-E micro-
scope (Mikon), equipped with = 100/1.45 cil Plan Apo
Lambda phase objective, FLash4 ¥2 CMOS camera
(Hamamatsu), and using MIS software for image
acquisition. Acquisition settings were 10 ms for Sytod
and 10 ms for propidium iodide using 50% power of a
FLuo LED Spectra X light source at 488- and 560-nm
excitation wavelengths, respectively. Cell counting
was performed using Image.) softwarae (hitp.irsbweb.
nih.gowii).

Luminescence assays

Reportar gena constructs were all introduced in the
plu plasmid containing the kxCOABE genes from
Photorhabdus luminescens and a p15A low-copy
number orgin of replication as described in Ref. [38].
The construction of pzraS::lux and pzraP::lux plasmids
was described in Ref. [18]. The assays were conducted
in @6-well plates. The wells were filled with 200 pL of LB
medium supplemented with metals or anfibiotics,
inoculated with 10% bacteria harvested at ODggg o =
0.6. The plate was sealed using gas-pemeabila
Breathe Easy membrane (Sigma Aldrich) and placed
into a “TECAN Infinite Pro” plate-reader equilbrated at
37 *C and programmed to measure ODgpg pm and
luminescence every 20 min, after a 1-min perfod of
shaking, for 24 h.

Overproduction and purification of the ZraR
protein

BL21({DES) strain containing the pET-zraR plasmid
was grown to mid-log phasa in LB medium befona
addition of 1 mM PTG to induce the expression of
ZraR. After 2 h at 37 °C, cells were harvested by
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centrifugation and frozen at - 80 °C. The cell pellet was
resuspended in buffer A [50 mM Tris-HCI (pH 7.5),
1 mM EDTA, 1 mM DTT, Halt protease inhibitor
(Themo)] and lysed by three passages in a Franch
press. The exfract was clarified by centrifugation at
30,000g for 20 min. Sodium chloride was added at a
concentration of 200 mM, and the suspension was
stimed for 30 min on ice before centrifugation at
100,000 for 80 min to remove the membranes.
Ammonium sulfate (20%) was added to the supama-
tant. Precipitated proteins werne pelleted by centrifuga-
fion at 20,000g for 15 min and solubilized in buffer A.
The suparnatant was loaded into an anion-exchange
chromatography HiTrap Q HF column (GE Health-
care). Proteins were eluted with a linear gradient of
MaCl, from 0 to 1 L. The fractions containing fral
(750 mh NaCl) were concentrated using 5-kDa cutoff
Vivaspin & concentrators (Sarorius Stedim Biotech).
The purity of Zral was chacked on 12% SDS-PAGE.

ChiP-Seq

The WT strain W3110 was grown at 37 °C in LB
medium supplemented to an ODeos of 0.6. ZnS0y
(500 uM) was added at the start of the culiure. The cells
were collected and cross-inked with 1% formaldehyde
at room temperature for 30 min with shaking, then
quenched using 100 mM glycine for an additional
30 min of incubation at 4 “C. Chromatin mmunopre-
cipitation assay was performed as described in Ref.
[39]. Cells were lysed by sonication, and the supama-
tant was splitinto two samples. One sample was mixed
with anti-ZraR antibodies to immunoprecipitate ZraR-
DMA complexes (input sample), and the other was left
untreated as a control. After ovemight incubation at 4
°C, the samples were added to pre-washed agarose
beads (3anta Cruz Biotechnology) and incubated for 3
h at 4 *C on a rotating whaeal. The samplas were briefly
centrifuged at 4000 rpm to precipitate agarose beads.
Beads were then washed and resuspended in elution
buffer [%0 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA and 19
SDS] prior to incubation at 65 *C ovemight to reversa
the cross-inking. DMNA was purified with a PCR
purification kit (Qiagen). Semi-quantitative PCR was
camied out to assess the enrchment of the immuno-
precipitated samples. The primears ware daesigned to
amplify zraP_zra$5 intergenic region as a positive
control. DMNA quality control, library preparation and
saquencing were performed by the MGX platform.
Library preparation was performed with TruSegBEChIP
Sample preparation kit with 5ng of DNA. Samples were
saquenced on lllumina Hiseq2500 in single reads.
Reads were aligned to whole refarence genome E. colf
K12 W3110, accession number NC_007779, using
BWhA-backirack software. ChiP peak identifications
wera performed using MACGSZ. Input samples weare
compared to the reference input controls. MACS2
calculate a pvalue for each position of the genome
using a dynamic Poisson law. Finally, the comaction for
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multiple tests of Benjamini-Hochberg is used to
estimate the false discovery rates. The most statistically
significant peak calls at each genome position wera
then wisually wverified using the Artemis genome
browser (Sanger Institute).

RMA extraction

Threa independent cultures of WT W3110 and
AzraR W3110 weare grown at 37 *C in LB medium to
an ODgqq of 1. ZnS0, (500 pM ) was added at the
start of the culture. Cells were harvested and
immadiataly frozen in liguid nitrogen. Total BNA
was extracted using the frozen acid-phenol method
as described in Ref. [40] and then freated with
RMasze-free DMasel according to the manufacturer's
recommendations (Ambion, USA). The absence of
genomic DMNA contamination was checked by PCH.

qRT-PCR analysis

cONA was synthesized using random hexamers
and REVERTAID H-RT reverse transcriptase (Ther-
mofisher). gPCR was performed using the Light-
Cycler® fast-start DNA masterplus SYBR Green | kit
from Roche (Roche Applied Science, Mannheim,
Gemany). Amplification and detection of the specific
products were camied out with the LightCycler System;
the programs used were as follows: denaturation
(85 °C, 10 min), PCR (35 *C, 15 s; Tm", 15 5, 72 °C,
20 s) =45, and melting cunve (35 °C, 1 s; 65 °C. 1 min;
65 "C to 95 °C at 0.11 *(G¥=). “Tm values were
expermentally determined using direct PCH. Primers
ware designed using the method described in Ref. [41]
and lsted in Table S54. Data analysis was performed
with the Lightcycler Relative Cuantification software
(Roche Applied Science). The fabs gane was selectad
as a reference gene for data normalization. The
expression of fabs is constitutive and stable in the
ZraR deletion mutant. To estimate the effect of the zraR
dalation on the expression of genes identified with
ChlP-Seq, gPCH was conducted on at least three
biclogical replicates of each strain. This expariment
was carmed out in triplicate. A +est was computed to
measure the significance associated with each differ-
antial expression value, and an emmor rate (p-value),
measuring the risk of false predictions of differentially
exprassed genes, was associated with each tested
gane. A gena expression value was decided to be
biclogical significantly when the pvalue was less than
10.05 and the expression ratio was =2.

Analysis of the promoter sequences

The sequence mofif of the ZraR regulator was
constructed as follows. Starting from the previoushy
identified binding sequence of fraR to the zmsS
promaoter [42], we scanned the promaoter regions of all
ganes where a direct reguiatory effect was validated
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(200 bp upstream of start codon) and located the sites
with highest score. We observed that many of thesa
sites axhibited A-fracts in the central region instead of a
T-tract of the consensus (6 nuckeotides), which is a
typical signature of a flexible region involved in indirect
readout by helix-tum-helix dimeric franscription factors
[24]). Based on this observation, we modified the
scanning algorthm to give an equal weight to A or T
nuclectides in this central region. The resulting sites
were filtered for a minimal log2-oddscore of 3.5,
resulting in a binding site in the promaoter region of 18
validated genes (Fig. 55). The sequence motif was
constructed from these 18 putative binding sequences.
This analysis was camied using the BiopPython
package [43] and the WeblLogo website [44].

Immunodetection of proteins

Polyclonal antibodies against ZraR were obtained
from Covalab (Villeurbanne, France) by immunization
af a rabbit with the purified protein. After migration on
12% SDS PAGE, the proteins were electrotransferred
to a PVDF membrane. Anti-ZraR antibodies were
used, at a diution of 1:3000. The detection was
performed by autoradiography using HRP-conjugated
sacondary antibodies (Sigma) and chemiluminescent
Immobilon Westemn substrate (Millipore).
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3 — Identification d'un probleme chez |la souche AzraR

Les génes régulés par le systéme ZraPSR sont impliqués dans de nombreuses fonctions
comme la réponse au stress, le métabolisme, la motilité, la synthése protéique et la réplication
ou des fonction inconnues (Rome et al. 2018). Dans le but d’identifier de nouveaux acteurs de
la réponse au stress chez Escherichia coli, notre étude s’est focalisée sur deux genes, tnaA et
tnaB, qui sont les plus fortement différentiellement exprimés entre la souche sauvage et
mutante AzraR. Ces deux génes codent I'import du tryptophane et la synthése d’indole.

Les genes tnaA et tnaB, présentant des différences d’expression les plus importantes,
sont réprimés par ZraR avec un fold change de — 19.5 et — 49.9 respectivement (Table 4 de
(Rome et al. 2018)). Le transporteur TnaB importe le tryptophane du milieu vers I'intérieur de
la cellule et la tryptophanase, TnaA, catalyse la réaction permettant de former de l'indole a
partir du tryptophane. Cette molécule est un composé organique qui est relié a diverses
fonctions bactériennes comme la formation de biofilm, la virulence et la résistance aux
antimicrobiens (J. Kim et Park 2015).

D’apres les bases de données, la souche Escherichia coli W3110 a un élément
transposable de type IS au sein de I'opéron tna. L'opéron tna de la souche WT W3110 et AzraR
W3110 ont été amplifiés par PCR et séquencés. Les résultats sont présentés dans la figure 37.
Chezlasouche WT, il y a bien un élément génétique mobile au sein du géne tnaB. En revanche,
étonnamment, cet élément transposable n’est pas retrouvé chez le mutant AzraR W3110.
Premierement, nous avons pensé que cela aurait pu étre di au saut de I'élément transposable
mais celui-ci aurait laissé une cicatrice et ce n’est pas le cas.

Dans le I'équipe de recherche, nous travaillons principalement avec deux souches
d’Escherichia coli : la souche K12 W3110 et la souche K12 BW25113. La souche K12 W3110
possede un élément transposable dans le géne tnaB alors que la souche K12 BW25113 n’en
possede pas. Nous avons donc émis I’hypothése qu’antérieurement a ma thése, il y aurait pu
avoir une inversion entre le mutant AzraR W3110 et AzraR BW25113 ou que le mutant aurait
été réalisé par inadvertance chez la mauvaise souche. Cette différence pourrait a elle seule
expliquer que la différence d’expression des genes tna entre la souche WT W3310 et le mutant
AzraR « W3110 ». Donc a la suite de cette découverte, il a été décidé de refaire le mutant
AzraR chez la souche W3110 et les analyses des cibles.
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WTW3110 CTGCTGCGTTTAACCATTCCGCGCGCAACATATACTCAAACACATATGGACTTCATTATTGAAGCCTTTAAACATGTGAAAGAGAACGCGGCGAATATTAAAGGATTAACCTTTACGTACGAACCGAAAGTATTGCGTCACTTCACCGCAAAACTTAAAGAA
0zraRW3110 CTGCTGCGTTTAACCATTCCGCGCGCAACATATACTCAAACACATATGGACTTCATTATTGAAGCCTTTAAACATGTGAAAGAGAACGCGGCGAATATTAAAGGATTAACCTTTACGTACGAACCGAAAGTATTGCGTCACTTCACCGCAAAACTTAAAGAA
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WTW3110  GTTTAATTAATACTACAGAGTGGCTATAAGGATGTTAGCCACTCTCTTACCCTACATCCTCAATAACAAAAATAGCCTTCCTCTAAAGGTGGCATCATGACTGATCAAGCTGAAAAAAAGCACTCTGCA GGGGTGTTATGGTTATAGCAGGTACAGTAA
BzraRW3110 GTTTAATTAATACTACAGAGTGGCTATAAGGATGTTAGCCACTCTCTTACCCTACATCCTCAATAACAAAAATAGCCTTCCTCTAAAGGTGGCATCATGACTGATCAAGCTGAAAAAAAGCACTCTGCATTTTGGGGTGTTATGGTTATAGCAGGTACAGTAA
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WTW3110  TTGGTGGAGGTATGTTTGCTTTACCTGTTGATCTTGCCGGTGCCTGGTTTTTCTGGGGTGCCTTTATCCTTATCATTGCCTGGTTTTCAATGCTTCATTCCGGGTTATTGTTATTAGAAGCAAATTTAAATTATCCCGTCGGCTCCAGTTTTAACACCATCACCAA
AzraRW3110 TTGGTGGAGGTATGTTTGCTTTACCTGTTGATCTTGCCGGTGCCTGGTTTTTCTGGGGTGCCTTTATCCTTATCATTGCCTGGTTTTCAATGCTTCATTCCGGGTTATTGTTATTAGAAGCAAATTTAAATTATCCCGTCGGCTCCAGTTTTAACACCATCACCAA
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WTW3110  AGATTTAATCGGTAACACCTGGAACATTATCAGCGGTATTACCGTTGCCTTCGTTCTCTATATCCTCACTTATGCCTATATCTCTGCTAATGGTGCGATCATTAGTGAAACGATATCAATGAATTTGGGTTATCACGCTAATCCACGTATTGTCGGGATCTGCAC

AzraRW3110

AGATTTAATCGGTAACACCTGGAACATTATCAGCGGTATTACCGTTGCCTTCGTTCTCTATATCCTCACTTATGCCTATATCTCTGCTAATGGTGCGATCATTAGTGAAACGATATCAATGAATTTGGGTTATCACGCTAATCCACGTATTGTCGGGATCTGCAC
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WTW3110  AGCCATTTTCGTTGCCAGCGTATTGTGGTTAAGTTCGTTAGCCGCCAGTCGTATTACCTCATTGTTCCTCGGGCTGAAGATTATCTCCTTTGTGATCGTGTTTGGTTCTTTTTTCTTCCAGGTCGATTACTCCATTCTGCGCGACGCCACCAGCTCCACTGCGGG

AzraRW3110

AGCCATTTTCGTTGCCAGCGTATTGTGGTTAAGTTCGTTAGCCGCCAGTCGTATTACCTCATTGTTCCTCGGGCTGAAGATTATCTCCTTTGTGATCGTGTTTGGTTC TTCTTCCAGGTCGATTACTCCATTCTGCGCGACGCCACCAGCTCCACTGCGGG

ErsrEsEEE rrrEes sEEEEEEEEE rxEx %

WT W3110
AzraRW3110

AACGTCTTACTTCCCGTATATCTTTATGGCTTTGCCGGTGTGTCTGGCGTCATTTGGTTTCCACGGCAATATTCCCAGCCTGATTATTTGCTATGGAAAACGGGTGATGCTGCCAACTTACTGATTTAGTGTATGATGGTG GAGGTGCTCCAGTGGCTT

AACGTCTTACTTCCCGTATATCTTTATGGCTTTGCCGGTGTGTCTGGCGTCATTTGGTTTCCACGGCAATATTCCCAGCCTGATTATTTGCTA-==============cccccccceccecnccccccccccocceccccoccncccocooooaoonn

rexs

WT W3110

AzraRW3110 CTGTTTCTATCAGCTGTCCCTCCTGTTCAGCTACTGACGGGGTGGTGCGTAACGGCAAAAGCACCGCCGGACATCAGCGCTATCTCTGCTCTCACTGCCGTAAAACATGGCAACTGCAGTTCACTTACACCGCTTCTCAACCCGGTACGCACCAGAAAATCAT

WTW3110 TGATATGGCCATGAATGGCGTTGGATGCCGGGCAACAGCCCGCATTATGGGCGTTGGCCTCAACACGATTTTACGTCACTTAAAAAACTCAGGCCGCAGTCGGTAACCTCGCGCATACAGCCGGGCAGTGACGTCATCGTCTGCGCGGAAATGGACGAAC
AT S b (I e e e LR L LT

WTW3110 AGTGGGGCTATGTCGGGGCTAAATCGCGCCAGCGCTGGCTGTTTTACGCGTATGACAGTCTCCGGAAGACGGTTGTTGCGCACGTATTCGGTGAACGCACTATGGCGACGCTGGGGCGTCTTATGAGCCTGCTGTCACCCTTTGACGTGGTGATATGGATG
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WTW3110 ACGGATGGCTGGCCGCTGTATGAATCCCGCCTGAAGGGAAAGCTGCACGTAATCAGCAAGCGATATACGCAGCGAATTGAGCGGCATAACCTGAATCTGAGGCAGCACCTGGCACGGCTGGGACGGAAGTCGCTGTCGTTCTCAAAATCGGTGGAGCTG
J T b B o B et ettt e

WTW3110  CATGACAAAGTCATCGGGCATTATCTGAACATAAAACACTATCAATAAGTTGGAGTCATTACCTGGAAAACGCAAAGATAAGTTAATCAAAAGCGTGGTATTTGGTTCGCTGCTGGCGCTGGTGATTTATCTCTTCTGGCTCTATTGCACCATGGGGAATATT
B2raRW3110 -ccvvcvreemmemcme e e eece e TGGAAAACGCAAAGATAAGTTAATCAAAAGCGTGGTATTTGGTTCGCTGCTGGCGCTGGTGATTTATCTCTTCTGGCTCTATTGCACCATGGGGAATATT
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WTW3110  cGCGAGAAAGCTTTAAGGCGATTATCTCCTCAGGCGGCAACGTTGATTCGCTGGTGAAATCGTTCCTCGGCACCAAACAGCACGGCATTATCGAGTTTTGCCTGCTGGTGTTCTCTAACTTAGCTGTTGCCAGTTCGTTCTTTGGTGTCACGCTGGGGTTGT
AzraRW3110 (CGCGAGAAAGCTTTAAGGCGATTATCTCCTCAGGCGGCAACGTTGATTCGCTGGTGAAATCGTTCCTCGGCACCAAACAGCACGGCATTATCGAGTTTTGCCTGCTGGTGTTCTCTAACTTAGCTGTTGCCAGTTCGTTCTTTGGTGTCACGCTGGGGTTGT
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WTW3110 TCGATTATCTGGCGGACCTGTTTAAGATTGATAACTCCCACGGCGGGCGTTTCAAAACCGTGCTGTTAACCTTCCTGCCACCTGCGTTGTTGTATCTGATCTTCCCGAACGGCTTTATTTACGGGATCGGCGGTGCCGGGCTGTGCGCCACCATCTGGGCGGT
AzraRW3110 TCGATTATCTGGCGGACCTGTTTAAGATTGATAACTCCCACGGCGGGCGTTTCAAAACCGTGCTGTTAACCTTCCTGCCACCTGCGTTGTTGTATCTGATCTTCCCGAACGGCTTTATTTACGGGATCGGCGGTGCCGGGCTGTGCGCCACCATCTGGGCGGT
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WTW3110  CATTATTCCCGCAGTGCTTGCAATCAAAGCTCGCAAGAAGTTTCCCAATCAGATGTTCACGGTCTGGGGCGGCAATCTTATTCCGGCGATTGTCATTCTCTTTGGTATAACCGTGATTTTGTGCTGGTTCGGCAACGTCTTTAACGTGTTACCTAAATTTGGCT
AzraRW3110 CATTATTCCCGCAGTGCTTGCAATCAAAGCTCGCAAGAAGTTTCCCAATCAGATGTTCACGGTCTGGGGCGGCAATCTTATTCCGGCGATTGTCATTCTCTTTGGTATAACCGTGATTTTGTGCTGGTTCGGCAACGTCTTTAACGTGTTACCTAAATTTGGCT

sres srErrrEs **

WTW3110  AAATCCTTCAAGAAGCCAGCCATTCGCTGGCTTCTTGCCTCTCAGGAAATCACTT
AzraRW3110 AAATCCTTCAAGAAGCCAGCCATTCGCTGGCTTCTTGCCTCTCAGGAAATCACTT

rEEE B

Figure 37 : Alignement des séquencages du géne tnaB de WT W3110 et AzraR W3110

La représentation de I'alignement de la région intergénique des deux bactéries a été réalisé avec le logiciel
MUSCLE. Une étoile (*) est placée sous les nucléotides identiques entre les deux séquences. Les nucléotides
en rouge correspondent a la fin du géne tnaA et les nucléotides en bleu correspondent au géne tnaB.

4. Erratum : Validation des cibles de ZraR

4.1 - Nouvelles analyses RT-gPCR

La mutation de zraR a été refaite chez la souche E. coli K12 W3110 a I'aide la méthode
de Datsenko et Wanner (Datsenko et Wanner 2000b). La cassette de délétion été transduite
et le géne de résistance a la kanamycine a été excisé a I'aide du plasmide pCP20. L'opéron tna
a de nouveau été séquencé et cette fois, la région est identique entre la souche WT W3110 et
le nouveau mutant AzraR W3110.

Dans un premier temps, le niveau d’expression de chaque unité transcriptionnelle,
identifiée par le ChIP-seq (table 3, (Rome et al. 2018)), a été évalué chez la souche sauvage et
le mutant AzraR par RT-qPCR. Les résultats sont présentés dans le tableau 8. Il apparait que
sur 25 génes testés, seuls 5 génes présentent une différence d’expression significative entre
la souche sauvage et le mutant AzraR. Parmi ces 5 génes, I'expression du gene zraP est 63 fois
moins importante chez le mutant AzraR par rapport a la souche sauvage. Ce géne était déja
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identifié comme régulé par ZraR. L’expression de bax, cspB, fau et yrdD est significativement
supérieure chez le mutant AzraR par rapport a la souche sauvage (Tableau 8). Le gene yjjY a
une expression supérieure chez le mutant AzraR par rapport a la souche sauvage. Cette
différence n’est pas significative mais la p-value est trés proche de 0.05 (p=0.06) donc le géne
sera également pris en compte. Cela semble signifier que ZraR jouerait un réle de répresseur
sur I'expression de ces genes. Les genes bax, yrdD et yjjY codent des protéines de fonction
inconnue. Le géne cspB code une protéine impliquée dans la réponse au stress thermique
(cold shock-protein). Enfin le géne fau code une enzyme du type 5-formyltetrahydrofolate
cyclo-ligase. Ces enzyme sont responsables de la résistance aux antifolates et 'utilisation de
I'acide folinique (Ogwang et al. 2011).

Tableau 8 : Expression des unités transcriptionnelles entre la souche WT et AzraR déterminée par RT-gPCR

Unité de Fonction du produit Fold-change p-value

transcription WT/AzraR

bax Protéine putative conservée -1.67 0.0286 (*)

cpxP Chaperonne et modulateur du systeme CpxAR -1.14 n.s.

CSpA Protéine de réponse aux températures basses 1.12 n.s.

cspB Protéine de réponse aux températures basses -4.2 0.0148 (*)

exuR Répresseur transcriptionnel du transport et du catabolisme -1.14 n.s.
des galacturonates et glucuronates

fau 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase -3.3 0.0286 (*)

fliA Facteur sigma impliqué dans la transcription des genes dela  -1.4 n.s.
motilité

gadW Activateur transcriptionnel en réponse au stress acide -1.05 n.s.

glnA Glutamine synthétase -1.32 n.s.

glnH Transporteur de la glutamine 1.04 n.s.

mdtL Transporteur ABC de drogue putatif 1.06 n.s.

pnp Polyribonucléotide phosphorylase répondant  aux 1.13 n.s.
températures basses

raiA Inhibiteur et facteur de stabilité des ribosomes 1.1 n.s.

rfaD Epimérase impliqué dans la synthése du LPS 1.02 n.s.

rpoH Facteur sigma impliqué dans la transcription des genes de la  -1.44 n.s.
motilité

SSPA Régulateur de réponse aux carences nutritives -1.04 n.s.

SSrA ARNmt impliqué dans la trans-traduction -1.17 n.s.

tnaA Enzyme catalysant la production d’indole -1.8 n.s.

wecD Enzyme participant a la synthese de I'antigene commun des  1.01 n.s.
entérobactéries

yhdW SBP du transporteur ABC YhdWXYZ -1.36 n.s.

yhdX TMD du transporteur ABC YhdWXYZ -1.17 n.s.

yhhYy Acétyltransférase 1.25 n.s.

vijY Protéine putative -1.4 0.0571

yrdD ADN topoisomérase putative -1.74 0.0301 (*)

zraP Protéine chaperonne 63.08 0.0002 (*)
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4.2 - Analyses phénotypigues

4.2.1 — Le systeme ZraR n’est pas impliqué dans la production d’indole

La production d’indole est réalisée par deux protéines, TnaA et TnaB. Le transporteur
TnaB transporte le tryptophane du milieu vers I'intérieur de la cellule et la tryptophanase,
TnaA, catalyse la réaction permettant de former de I'indole a partir du tryptophane (Figure
38A). Par la suite, I'indole est capable de diffuser a travers la membrane. Cette molécule est
un composé organique qui est relié a diverses fonctions bactériennes comme la formation de
biofilm, la virulence et la résistance aux antimicrobiens (J. Kim et Park 2015).

Les genes tnaA et tnaB présentaient initialement des différences d’expression tres
importantes (19,5 et 49,9 fois inférieur chez la souche AzraR W3110 par rapport a la souche
WT W3110) (Table 3, (Rome et al. 2018)). Les nouvelles analyses de RT-qPCR n’ont pas
retrouvé de différences significatives d’expression de ces génes entre la souche WT W3110 et
AzraR W3110. Néanmoins, la production d’indole a été évaluée chez la souche sauvage et le
mutant AzraR. Etant donné que la souche E. coli K12 W3110 présente un élément génétique
dans le géne tnaB ce qui a pour conséquence une production faible d’indole chez cette souche,
I’évaluation de la production d’indole a été réalisée chez la souche BW25113.

Pour évaluer la production d’indole, une technique de colorimétrie, développée au
laboratoire, faisant appel au réactif de Kovacs a été utilisée. En présence d’indole, le réactif
de Kovacs forme un composé coloré. La densité optique (D.0.) a été lue a 566nm,
correspondant a I'absorbance maximum de ce dérivé formé. A I'aide de la courbe standard et
de la loi de Beer-Lambert, la concentration d’indole a été quantifiée dans les surnageants de
cultures bactériennes. Cette réaction colorimétrique permet donc de quantifier I'indole dans
le milieu extracellulaire. La spécificité de cette méthode a été vérifiée en réalisant un contréle
négatif sur le milieu seul (non montré). En milieu riche, la concentration extracellulaire
d’indole est de 500uM pour la souche sauvage (WT) et pour la souche AzraR (Figure 38B). La
délétion du régulateur ZraR n’entraine donc pas une modification de la production d’indole.

127



Résultats

A B
600 -
TnaB O s
= N D
\ > K[ Q
g AN
/ M S 4004
~ % N Indole £
”‘—-’{/\'/H‘T/ “OH ’,—:,M 5
HN— WM A § y b} c
tryptophane Indole H '8
e A + pyruvate o©
LCN < At g 200
3
c
o
@]
0-

WT AzraR

Figure 38 : Effet de la mutation de zraR sur la production d'indole

(A) Schématisation du fonctionnement de TnaA et TnaB adapté de Kim J et al (J. Kim et Park 2015) : TnaB
est un transporteur qui permet au tryptophane extracellulaire d’entrer dans la cellule, celui-ci est récupéré
par TnaA qui catalyse la réaction permettant de former de I'indole a partir du tryptophane. (B) Dosage de
la concentration extracellulaire d’indole en milieu riche LB gréce au réactif de KOVACS

4.2.2 — Le systéme ZraR n’est pas impliqué dans la motilité de type swimming

Le gene fliA, qui code un régulateur positif de la motilité, avait été identifié comme un
gene régulé positivement par ZraR. Mais il n’a pas été retrouvé lors des nouvelles analyses de
RT-gPCR. Afin de visualiser I'impact de la régulation de ZraR au niveau physiologique, I'effet
de la délétion du géne zraR sur la mobilité a été analysé. Pour cela, les bactéries ont été
incubées dans une gélose permettant la mobilité en présence ou non de I'activateur du
systéme, le zinc en concentration sub-inhibitrice. L'expression du gene fliA, chez les bactéries
WT et AzraR contenant le plasmide PfliA::lux, dans lequel I'opéron lux a été placé sous le
contréle du promoteur du gene fliA, a été mesurée par suivi de la luminescence.

D’une part, il n’y a pas de différence de motilité entre la souche WT W3110 et la souche
mutante AzraR W3110 (Figure 39). D’autre part, la luminescence, correspondant a I'activité
du promoteur du gene fliA, ne présente pas de différence entre la souche WT et la souche
AzraR (Figure 39). De plus, aucune différence n’est observée entre les conditions avec et sans
zinc.

La délétion de ZraR ne semble pas avoir d’influence sur le phénotype de motilité ni I'activité
du promoteur du gene fliA. Les observations préalablement déduites reflétaient une
différence de souche et non un impact de la mutation.
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Figure 39 : Etude de I'impact de la délétion de zraR sur la motilité et I'activité du promoteur du gene fliA

(A) Sur un milieu GL 0,3% supplémenté ou non avec 250uM de zinc, une colonie de chaque souche
bactérienne a été piquée au centre de la gélose. La souche sauvage (WT) et la souche mutante AzraR
contenant le plasmide pLux ou PfliA::lux ont été testés. Au bout de 24h d’incubation a 37°C, une image en
lumiere visible est réalisée puis dans I'obscurité (partie supérieure), I’acquisition d’une image correspondant
aux photons émis pendant 2 min est réalisée (partie inférieure). Cette expérience a été réalisée en quatre
réplicats sur des cultures biologiquement indépendantes. (B) Le diamétre de motilité a été mesuré et il est
présenté dans le graphique. (C) Le niveau de luminescence a été mesurée et il est présenté dans le graphique.
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4.2.3 — Le systéme ZraR régule des genes impliqués dans I'export de la loméfloxacine

Le systeme Zra est impliqué dans la résistance intrinseque aux antibiotiques. La
délétion du gene zraR induit notamment une sensibilité supérieure a la loméfloxacine. La
loméfloxacine rentre dans la cellule puis inhibe I'activité de la topoisomérase. Un des
mécanismes de résistance a cet antibiotique est I'export de la molécule a I'extérieur de la
cellule. Dans le but d’analyser I'accumulation de la loméfloxacine a I'intérieur de la cellule, une
approche d’HPLC a été utilisée afin de quantifier la molécule a I'intérieur de la cellule (Chapitre
IV, partie 3.7).

La concentration intracellulaire de loméfloxacine a été suivie au cours du temps aprées addition
de I'antibiotique. Chez la souche sauvage, une accumulation progressive de loméfloxacine est
visible allant de 3.2x10° ng de loméfloxacine par cellule & 30min jusqu’a 1x10”7 ng de
loméfloxacine par cellule a 120min (augmentation de 23 fois) (Figure 40). La méme
accumulation est visible chez le mutant AzraR. Néanmoins, 120 minutes aprées I'addition de
loméfloxacine, il y a 2,6 fois plus de loméfloxacine a l'intérieur du mutant par rapport a la
souche sauvage (Figure 40). Cette observation est cohérente avec la sensibilité supérieure du
mutant a la loméfloxacine.
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Figure 40 : Quantification de I'accumulation de la loméfloxacine a l'intérieur de la cellule

Deux cultures biologiquement indépendantes de cellules WT W3110 et AzraR W3110 ont été placées en
contact avec 1ug/mlL de loméfloxacine. Une aliquote a été prélevée 30, 45, 60, 90 et 120min apres
incubation avec I'antibiotique. Les cellules ont été lysées a I'aide d’un tampon contenant de I’ACN et du TFA.
Les solutions correspondant au contenu intracellulaire des bactéries ont été analysé par HPLC. La quantité
de loméfloxacine a été mesurée et rapportée par cellule (ng/cellule).
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4.2.4 —Role de YrdD et YjjY dans la résistance intrinseque aux antibiotiques

Parmi les génes présentant une différence d’expression entre la souche WT et la
souche mutante AzraR, deux genes de fonctions inconnues ont été étudiés, yrdD et yjjY.
Précédemment, Nichols et al. avait déja montré que les mutants de ces genes présentaient a
la fois des fitness négatifs et positifs en présence d’antibiotiques chez E. coli (Nichols et al.
2011). Par exemple, le mutant AyrdD présentait un gain de fitness d’un facteur 2 en présence
de chloramphénicol et une perte de fitness d’un facteur 2,5 fois en présence de norfloxacine.
Le mutant AyjjY présentait un gain de fitness en présence d’éthanol et de polymyxine B d’'un
facteur de 4.5 et 2.7 ainsi qu’une perte de fitness en présence du chlorure de benzalkonium
et de mécillinam d’un facteur 5,4 et 5,7 respectivement. En s’appuyant sur le potentiel réle
des produits de ces génes dans la réponse aux antibiotiques, I'effet de la délétion de ces génes
a été étudié en présence d’antibiotiques.

4.2.4.1 - Implication de YrdD dans la réponse aux antibiotiques

Le gene yrdD est 1.75 fois moins exprimé chez la souche WT par rapport a la souche
mutante AzraR (tableau 8). Ce géne est le premier géne d’un opéron composé de yrdD, tsaC,
aroE et yrdB. |l code une protéine de 180 acides aminés conservée chez les entérobactéries.
Sa séquence est similaire a la région C terminale de fixation du zinc de I’ADN topoisomérase
de type I. Méme si sa fonction reste inconnue, des études génétiques ont montré que YrdD
pourrait jouer un réle dans la réparation de ’ADN (Budke et Kuzminov 2010). Par la suite, Z.
Cheng et al ont montré que YrdD est capable de fixer le zinc et le fer. Lorsqu’elle est liée au
zinc, elle est capable de se lier a ’ADN simple brin (Cheng et al. 2014).

Afin de visualiser I'impact de la délétion du géne yrdD sur la sensibilité aux
antibiotiques, les pourcentages de survie ont été déterminés par rapport a la condition sans
antibiotique (Figure 41A). Chez E. coli, en présence de polymyxine B (0.5ug/uL) et de
tétracycline (35ug/uL), aucune différence de survie n’est visible entre la souche sauvage et le
mutant AyrdD alors qu’en présence de loméfloxacine (0.2ug/uL), la souche AyrdD a un
pourcentage de survie 5 fois inférieur a celui de la souche sauvage (Figure 41A). La délétion
de yrdD entraine une susceptibilité a la loméfloxacine. Cette observation est cohérente avec
la perte de fitness du mutant en présence de norfloxacine préalablement observé par Nichols
et al. (Nichols et al. 2011). Afin de vérifier que ce phénotype est bien di a la délétion du gene
yrdD et non a un effet polaire de sa délétion sur I'ensemble de I'opéron yrdD-tsaC-aroE-yrdB,
un plasmide de complémentation a été créé. Pour cela, le géne yrdD ainsi que son promoteur
ont été clonés dans le vecteur pUC18. En présence de loméfloxacine (0.2ug/ulL), la souche
AyrdD a un pourcentage de survie 2 fois inférieur a celui de la souche sauvage. Lorsque le
mutant possede le plasmide pUC18-yrdD, le pourcentage de survie est identique a celui de la
souche sauvage (Figure 41B). Chez le mutant AyrdD, la réintroduction du gene yrdD restaure
donc un phénotype sauvage. Cela signifie que la délétion de yrdD n’a pas eu d’effet polaire sur
I'ensemble de I'opéron et que YrdD est responsable de la résistance intrinseque a la
loméfloxacine.
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Figure 41 : Impact de la délétion de yrdD sur la survie en présence d’antibiotiques

Les pourcentages de survie en présence de différents antibiotiques sont présentés pour la souche sauvage
WT et la souche mutante AyrdD. Cette expérience a été réalisée en 2 réplicats pour la polymyxine B et
tétracycline ou 4 réplicats pour la loméfloxacine sur des cultures biologiquement indépendantes. Le test de
Mann-Whitney a été réalisé et une différence (p<0,05) est indiquée par *.

4.2.4.2 - Etude préliminaire de la fonction de YrdD

Chez E. coli K12, une étude a montré que la relaxation de ’ADN induit la répression de
yrdD (Peter et al. 2004). De ce fait les auteurs ont supposé que yrdD pouvait étre impliqué
dans le maintien de la topologie du chromosome. De plus, Budke et Kuzminov ont proposé
qgue YrdD pourrait potentiellement interagir avec I'endonucléase V et I'aider dans sa fonction
de réparation de 'ADN (Budke et Kuzminov 2010). Afin d’en savoir plus sur la fonction de
YrdD, I'impact de la délétion de yrdD sur la topologie de I’ADN a été étudié.

Une technique simple permet de visualiser I'état de relachement de I’ADN (Shure,
Pulleyblank, et Vinograd 1977). Pour cela, ’ADN plasmidique de pBAD18 de la souche WT et
AyrdD W3110 a été extrait dans différentes conditions. Les échantillons sont déposés sur un
gel contenant de la chloroquine. La chloroquine est un agent intercalant qui se fixe
préférentiellement sur ’ADN relaché et provoque son étirement. Le gel a été analysé a I'aide
du logiciel Imagel. Ce logiciel permet de comparer l'intensité des bandes entre différentes
conditions de traitement. Il est obtenu un graphique qui représente en ordonnée les niveaux
de gris correspondant a l'intensité des bandes séparées sur gel de chloroquine et en abscisse
la distance de migration en pixels. Chaque pic représente une bande et ceux se situant plus a
gauche correspondent aux bandes ayant le moins migré.

Donc plus l'intensité des pics est importante a gauche, plus I’ADN est relaché, et inversement
si les pics ont une intensité plus forte a droite, ’ADN est surenroulé. En effet, I'étirement de
la molécule d’ADN va ralentir sa vitesse de migration.
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Le peroxyde d’hydrogene (H202) induit des cassures dans I’ADN. Cela parait donc cohérent
que les cellules qui ont subi un traitement avec de I'H,0, aient un ADN moins enroulé que les
cellules qui n‘ont pas subi de stress (Figure 42). Cela constitue une validation de notre
méthode.
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Figure 42 : Effet d'un stress oxydant sur le niveau d'enroulement de I'ADN plasmidique extrait de la souche
sauvage d'E. coli W3110

L’ADN plasmidique (1200ng) extrait d’une culture d’E. coli W3110 stressé ou non avec de I’H,0; pendant 1h
a été déposé sur un gel d’agarose 0.8% contenant 2,5ug/ml de chloroquine. A la suite de la migration, le
gel a été révélé au BET. Le gel a été analysé avec le logiciel Imagel donnant le niveau de gris du haut au bas
du gel sous forme de graphique.

Cette fois-ci, la méme expérience a été réalisée en comparant la topologie de ’ADN chez la
souche sauvage WT avec celle chez le mutant AyrdD. |l apparait que les pics sont moins
importants du coté droit du graphique pour le mutant que pour la souche sauvage (Figure 43).
Cela signifie que I’ADN est moins enroulé chez le mutant que chez la souche sauvage. La
délétion de yrdD semble donc impacter la topologie de I’ADN.
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Figure 43 : Effet de la mutation du géne yrdD sur le niveau d'enroulement de I'ADN plasmidiques extrait de
la souche sauvage et mutante AyrdD d'E. coli W3110

L’ADN plasmidique (1200ng) extrait d’une culture d’E. coli WT ou AyrdD W3110 a été déposé sur un gel
d’agarose 0.8% contenant 2,5ug/mL de chloroquine. A la suite de la migration, le gel a été révélé au BET. Le
gel a été analysé avec le logiciel Imagel donnant le niveau de gris du haut au bas du gel sous forme de
graphique.

4.2.4.3 - Etude de I'implication de YjjY dans la réponse aux antibiotigues

Le géne yjjY est 1.4 fois moins exprimé chez la souche WT par rapport a la souche
mutante AzraR (tableau 8). Ce géne code une petite protéine de 46 acides aminés de fonction
inconnue. Il a été trés peu étudié. Une seule publication le mentionne sous le nom STM4599
et montre que sa délétion chez Salmonella enterica entraine une réduction du swarming
(Bogomolnaya et al. 2014). De plus, Nichols et al ont montré que la délétion de yjjY avait un
impact fort sur le fitness de E. coli en présence d’antimicrobien (Nichols et al. 2011).

Afin de visualiser I'impact de la délétion du gene yjjY sur la sensibilité aux antibiotiques, les
pourcentages de survie ont été déterminés par rapport a la condition sans antibiotique (Figure
44). Chez E. coli, en présence de loméfloxacine (0.2ug/ulL), la souche AyjjY a un pourcentage
de survie 2 fois inférieur a celui de la souche sauvage (Figure 44). YjjY semble donc étre
impliqué dans la résistance intrinseque a la loméfloxacine.
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Figure 44 : Etude de I'impact de la délétion du géne yjjY la survie en présence de loméfloxacine

Les pourcentages de survie en présence de loméfloxacine sont présentés pour la souche sauvage WT et la
souche mutante AyjjY. Cette expérience a été réalisée en 4 réplicats sur des cultures biologiquement
indépendantes.

Le test de Mann-Whitney a été réalisé et une différence (p<0,05) est indiquée par *.
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5 — Conclusion

Afin d’appréhender le mécanisme moléculaire de la réponse au stress médiée par le
systeme Zra, les génes régulés par le régulateur ZraR ont été identifiés par ChIP-seq. A partir
de l'identification des sites de fixation potentielle de ZraR, I'expression des génes cibles a été
évaluée par qRT-PCR entre la souche WT et la souche AzraR. Cela avait permis de valider 23
cibles. Néanmoins, une erreur a été détectée concernant la souche AzraR, le mutant a donc
été refait et les analyses ont été reproduites. Bien que les souches de Escherichia coli K12
soient tres proches, il est important de noter que les phénotypes tels que la motilité ou la
production d’indole peuvent étre tres différents.

Parmi 40 cibles identifiées par ChIP-seq, I'expression différentielle de six cibles entre la
souche WT et le mutant AzraR a été confirmée par RT-qPCR. Contrairement a ce qui avait été
précédemment montré, le systeme Zra n’est pas impliqué dans la régulation de la production
d’indole ou de la motilité en milieu riche. Parmi les génes régulés par ZraR, deux genes été
étudiés dans le contexte de la réponse aux antibiotiques. Cette étude a permis d’identifier
deux nouveaux acteurs, YjjY et YrdD, qui sont impliqués dans la résistance intrinseque a la
loméfloxacine chez E. coli. Du fait de leur régulation négative par le systeme Zra, ces génes ne
participeraient peut-étre pas a la réponse aux antibiotiques médiée par le systeme Zra.

Enfin la loméfloxacine s’"accumule de maniere plus importante chez le mutant AzraR par
rapport a chez la souche WT. Donc le systéme Zra régule certainement des génes codants des
protéines impliquées dans I'export de la loméfloxacine qui n’ont pas encore été identifiés.
C’est pourquoi, I'identification du régulon de ZraR tendrait a révéler de nouveaux mécanismes
de résistance aux antibiotiques.
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Chapitre VII — Etude du transporteur Yhd chez trois
entérobactéries

1 — Introduction

Les transporteurs ABC sont I'une des plus grandes familles présentes a la fois chez les
eucaryotes et les procaryotes. Les bactéries utilisent couramment des transporteurs ABC
(ATP-binding Cassette) pour I'échange de molécules avec leur environnement. Les ABC
transporteurs peuvent jouer un réle d’import ou d’export de molécules. lls varient dans leur
spécificité et peuvent se lier a une grande variété de ligands, notamment des cations, des
acides aminés, des polysaccharides et des polypeptides.

L'opéron yhdWXYZ, aussi appelé aapJQMP, code un transporteur ABC putatif. Il est
constitué de quatre composants : YhdW, une protéine de liaison périplasmique qui fixe le
ligand, YhdY et YhdX, deux protéines transmembranaires a travers lesquelles le ligand est
transporté, et YhdZ, un dimeére d'ATPase cytoplasmique qui stimule le processus de transport
(Figure 45). Cet opéron a été identifié lors du crible par ChIP-seq comme étant une cible de
ZraR (Chapitre VI). Plusieurs études ont été menées auparavant chez plusieurs bactéries.
Premierement, chez Rhizobium leguminosarum, ce transporteur a été caractérisé en 1996
comme un transporteur impliqué dans I'import d’une large variété d’acides aminés mais
également I'export de certains acides aminés comme le glutamate (Walshaw et Poole 1996).
D’autre part, chez Brucella melitensis, la protéine YhdW (aussi appelée Aapl) a été identifiée
comme surexprimée lors d’'un choc thermique et il a été proposé qu’elle serait impliquée dans
la réponse au stress (Teixeira-Gomes, Cloeckaert, et Zygmunt 2000). Les mémes auteurs
avaient également montré que cette protéine a un fort pouvoir immunogéne chez le mouton
(Teixeira-Gomes et al. 1997). De plus, des analyses in silico ont prédit des interactions
potentielles entre YhdW et des protéines humaines chez les E. coli pathogenes ainsi que
Shigella. (Bose, Venkatesh, et Mande 2017a; 2019). Enfin, une étude précédente avait montré
que la délétion de yhdW avait un impact sur le fitness de E. coli en présence d’antibiotiques
tels que la ciprofloxacine (-3.5) ou le mécillinam (-2.8) (Nichols et al. 2011).

Du fait du role potentiel du transporteur Yhd dans la résistance aux antibiotiques et
dans l'interaction hote-pathogene, la conservation de ce transporteur a été recherchée chez
les entérobactéries dans un premier temps. Puis le transporteur a été étudié sur le plan
fonctionnel chez Escherichia coli K12, notamment son role dans la résistance aux
antibiotiques. Enfin, le role du transporteur a été étudié chez des bactéries pathogénes, dans
I'interaction entre Citrobacter rodentium DSB100 et la souris ainsi qu’entre Dickeya dadantii
3937 et différents modeles de plantes.
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Figure 45 : Schématisation de I'organisation de I’'opéron yhd et du transporteur Yhd

(A) L’'opéron yhd est composé de quatre génes : yhdW, yhdX, yhdY et yhdZ. (B) Le transporteur est composé
de : YhdW qui est une protéine périplasmique qui fixe le substrat, YhdX et YhdY qui sont des domaines
transmembranaires et YhdZ qui est une ATPase qui énergise le transport.

2 — Distribution de Yhd chez les entérobactéries

Les analyses in silico ont permis d’annoter cet opéron comme un ABC transporteur. |l est
composé de 4 genes : yhdW codant une protéine fixatrice du substrat, yhdX et yhdY codant
tout deux des domaines transmembranaires et yhdZ codant une ATPase (Figure 45).

Afin d’évaluer la conservation du transporteur dans I'ordre des Enterobacteriales, une étude
phylogénétique a été réalisée. Le programme KOALA (KEGG Orthology And Links Annotation)
qui classe les protéines dans des groupes d’orthologie (KO) a I'aide d’un algorithme, a été
utilisé. YhdZ est classé dans le groupe K09972 et il semble étre retrouvé uniquement chez les
protéobactéries et les cyanobactéries. Etant donné que les ATPases sont les composants des
ABC transporteurs les plus conservés au cours de |'évolution, les séquences protéiques
correspondant a I’ATPase du systeme, YhdZ, ont été récoltées puis un arbre phylogénétique a
été réalisé (Figure 46).

Cela a permis de montrer que I’ATPase YhdZ d’E. coli posséde des orthologues chez de
nombreuses especes d’entérobactéries. Mais celle-ci n’est pas conservée chez toutes les
entérobactéries. Par exemple, elle n’est pas présente chez le genre Salmonella. De plus en
analysant la séquence génétique, il apparait que le géne yhdW est un pseudogéne chez
certaines bactéries comme plusieurs E. coli ou S. sonnei Ss046. En raison d’'une mutation
induisant un décalage de cadre lecture a partir du codon 23, un codon stop apparait et Ia
protéine est tronquée (symbolisé par un carré vide dans la Figure 46). Ce phénoméne semble
étre uniquement retrouvé dans certaines especes du genre Escherichia et Shigella.
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Figure 46 : Arbre phylogénétique de I’ATPase, YhdZ, et présence des autres éléments du transporteur chez
les entérobactéries

L'arbre a été construit avec PhyML (LG) en utilisant un alignement protéique de 23 séquences de YhdZ issues
du groupe d’orthologue K09972 et ayant un pourcentage d’identité supérieur a 75%. L'arbre a été enraciné
en utilisant les séquences d'une autre ATPase apparentée, GItL comme groupe extérieur. A c6té de chaque
bactérie, la présence ou l'absence des protéines du transporteur est symbolisée par un carré rempli ™) ou

vide @A ).

139



Résultats

3 — Fonction du transporteur Yhd chez trois entérobactéries : E. coli W3110,
D. dadantii 3937 et C. rodentium DSB100

Afin d’étudier le transporteur dans différents contextes d’interaction hote-bactérie, trois
types de bactérie ont été sélectionnés : la souche de laboratoire non pathogéne Escherchia
coli K12 W3110, le pathogéne murin Citrobacter rodentium DSB100 et le phytopathogene
Dickeya dadantii 3937. Les pourcentages d’identités génétiques et protéiques ont été calculés
pour chaque élément du systéme. Les pourcentages d’identité sont tres élevés (Figure 47). Les
pourcentages d’identité sont plus importants entre E. coli et C. rodentium qu’entre D. dadantii
et C. rodentium ainsi qu‘entre D. dadantii et E. coli. Cela semble cohérent puisque C. rodentium
et E. coli font partie de la méme famille et ont un ancétre commun plus proche que celui de
D. dadantii. La prédiction de la topologie des protéines a domaines transmembranaires
(TMDs), YhdX et YhdY, indique qu’ils possedent chacun 8 domaines transmembranaires
excepté YhdX de D. dadantii qui en posséde 7 (Figure 48). La topologie de YhdY et YhdX est
tres similaire entre les trois bactéries. Deux régions opératrices ont été prédites in silico pour
cet opéron, la premiére se trouve en amont du géne yhdW et la seconde en amont du géne
yhdX. Le pourcentage d’identité est également élevé compte tenu des nombreux
remaniements qui ont lieu au sein des génomes bactériens. Ces forts pourcentages d’identité
pourraient étre en corrélation avec des régulations et des fonctions identiques.

Néanmoins, comme exposé plus haut, une différence flagrante réside dans le fait qu’il y ait eu
un décalage du cadre de lecture chez E. coli K12. Le géne yhdW est un pseudogene et il ne
code pas une protéine avec sa fonction initiale. Dans la suite de ce chapitre, le systéeme sera
étudié chez ces trois modeles.

yhdZ

E.coli 74,4% 80,1% 81,8% 70,8% 78,4% 78,5%
C.rodentium - 84,7% 89,4% 92,1%
E.coli 58,6% 76,7% 69,7%  76,1% 75,6% 74,3%
D.dadantii - 76,8% 79,3% 84,9%
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D.dadantii 82,1% 74,5% 79,1% 82,6%

Figure 47 : Comparaison du transporteur Yhd entre E. coli, C. rodentium et D.dadantii au niveau génétique
et protéique

L’ordre des génes est le méme pour E. coli, C. rodentium et D. dadantii. En dessous de chacun des génes yhd,
I'identité génétique (calculée avec MUSCLE) est indiquée en bleu et I'identité protéique (calculée avec clustal
Omega) est indiquée en rouge. De plus, deux promoteurs ont été prédits bio informatiquement pour cet
opéron. Le premier est en amont du géne yhdW et le second est en amont du géne yhdX.
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Figure 48 : Prédiction de la topologie transmembranaires des domaines TMDs du transporteur Yhd avec le logiciel TMHMM 2.0

Les topologies transmembranaires a partir des séquences protéiques de YhdX et YhdY chez E. coli (A et B) ; de YhdX et YhdY chez C. rodentium
(Cet D) et de YhdX et YhdY chez D. dadantii (E et F) ont été prédites. Les domaines transmembranaires sont en couleur rouge, les domaines

périplasmiques sont en bleus et les domaines sont en roses.
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3.1 — Quel est le réle du transporteur Yhd chez un organisme non pathogene, E.
coli K12 ?

3.1.1 - U'expression de |'opéron yhd est régulée par ZraR

A l'aide d’un ChiIP-seq, le gene yhdW a été identifié comme une cible du régulateur
ZraR. L'expression du gene yhdW et celle des genes yhdXYZ ont été étudiées en RT-gPCR.
L'expression de yhdW et yhdX est 1,36 et 1,17 fois supérieure chez le mutant AzraR par rapport
a la souche sauvage (Tableau 8) cependant ces différences ne sont pas ressorties comme
significatives a la suite des tests statistiques. L’activité du promoteur a été évaluée en plagant
les promoteurs de yhdW et yhdX en amont de genes rapporteurs, 'opéron lux. L’activité de la
fusion PyhdW::lux est 1.6 fois supérieure en milieu riche, LB, chez le mutant AzraR par rapport
a la souche sauvage (Figure 49). De la méme facon, 'activité de la fusion PyhdX::lux est 1.2
fois supérieure en milieu riche, LB, chez le mutant AzraR par rapport a la souche sauvage
(Figure 49). L'expression de ces genes serait donc sous le controle de ZraR.

L'expression du géne yhdW et de I'opéron yhdXYZ est 2 fois supérieure en milieu minimum
contenant du glucose, M63G, par rapport au milieu riche, LB, chez la souche sauvage. En
revanche, I'activité du promoteur de yhdW ne présente pas de différence entre la condition
LB et M63 Glycérol (M63Y) contrairement a I'activité du promoteur de yhdXYZ.(Figure 49).
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Figure 49 : Profil d’induction de la fusion yhdW ::lux et yhdX ::lux de E. coli

Les genes de I'opéron lux sont sous le contréle du promoteur de yhdW ou de yhdX. (A) L’activité du
promoteur de yhdW ou de yhdX est étudiée dans le contexte génétique de la souche sauvage WT (en bleu)
ou mutante AzraR (en rouge) en milieu riche, LB. (B et C) L’activité du promoteur de yhdW ou de yhdX est
étudiée dans le contexte de la souche sauvage WT W3110. Le profil d’induction du promoteur est analysé
en mesurant la luminescence maximale en milieu riche, LB, ou en milieu minimum avec du glucose 0.2%,
MG63G, ou en milieu minimum avec du glycérol 0.2%, M63Y, ou en M63Y additionné d’asparagine (Asn) ou
de valine (Val). Les valeurs de luminescence obtenues sont normalisées par la D.O. 600nm correspondante.
L’expérience a été réalisée sur quatre cultures biologiquement indépendantes. Le test de Mann-Whitney a
été réalisé et une différence (p<0,05) est indiquée par *.
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3.1.2 — 'expression de I'opéron yhd est régulée par g>*

L’ARN polymérase nécessite un facteur sigma pour se fixer au niveau de I'ADN et
débuter la transcription. Un site de fixation du facteur 0°* dans la zone promotrice en amont
de yhdW a été identifié grace a une approche de ChIP-seq (Bonocora et al. 2015). En revanche
le promoteur en amont du gene yhdX n’a pas été caractérisé. L’activité de la région promotrice
en amont de yhdW (PyhdW) et de la région promotrice en amont de yhdX (PyhdX) a été
mesurée dans le contexte de la bactérie E.coli MG1655 sauvage et mutante ArpoN.

Comme précédemment, les activités de PyhdW::lux et PyhdX::lux sont supérieures en
milieu minimum, M63G, par rapport au milieu riche, LB. En accord avec la présence d’un
promoteur reconnu par > dans la région promotrice en amont de yhdW, la mutation de rpoN
provoque une diminution significative de I'activité de PyhdW::lux. Un résultat similaire est
observé pour la région promotrice de yhdX (Figure 50). Cela signifie que le geéne yhdX possede
également un promoteur de type c°*. Néanmoins, la mutation de rpoN n’abolit pas
totalement I'activité des zones promotrices, suggérant I'existence d’un second promoteur.

A
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* *
— 4000 —
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Figure 50 : Influence de la délétion de rpoN sur I’'expression de yhdW et yhdX

Les génes de I'opéron lux sont sous le contréle du promoteur de yhdW (A) ou de yhdX (B). L’activité du
promoteur est étudiée dans le contexte génétique de la souche sauvage WT (en bleu) ou mutante ArpoN (en
violet). Le profil d’induction du promoteur est analysé en mesurant la luminescence maximale en milieu
riche, LB, ou en milieu minimum, M63G. Les valeurs de luminescence obtenues sont normalisées par la D.O.
600nm correspondante. L’expérience a été réalisée sur quatre cultures biologiquement indépendantes. Le
test de Mann-Whitney a été réalisé et une différence (p<0,05) est indiquée par *.

3.1.2 — YhdW est-elle produite ? Et sous quelle forme ?

Le géne yhdW chez E. coli W3110 est un pseudogene. En effet, la délétion d’une base
a engendré un décalage du cadre de lecture a partir du codon 23. Dans la figure 52, la partie
supérieure représente le gene yhdW codant la protéine YhdW sans décalage de cadre de
lecture. Cette protéine sera nommée YhdW initiale. Elle est composée de 341 acides aminés.

Cette mutation aurait comme conséquence la production d’une protéine différente.
Dans la partie inférieure, les protéines pouvant étre produites sont représentées. Si la
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traduction débute toujours au niveau du codon start, ATG, une premiere protéine peut étre
produite. Elle possede 78 acides aminés. Parmi ces acides aminés, 23 sont communs avec la
protéine YhdW initiale et 55 acides aminés sont complétement différents (Figure 52). Si la
traduction commence a partir d’'un codon start alternatif, GTG, une seconde protéine peut
étre prédite. Le cadre de lecture est le méme que pour la protéine initiale donc elle possede
305 acides aminés qui sont identiques avec ceux de la protéine YhdW initiale (Figure 52). Cette
seconde protéine est celle que I'on retrouve dans les bases de données.

Afin de vérifier si la protéine de 305 acides aminés est produite, le cadre de lecture du
géne yhdW de C. rodentium a été cloné dans le vecteur pSEVA inductible a I'anhydro-
tetracycline (ATC). Un TAG 8 histidines a été placé dans le cadre de lecture de la protéine de
305 acides aminés. Aprées 5h d’induction par I’ATC, le contenu cellulaire a été déposé sur un
gel d’acrylamide et un western blot a été réalisé avec des anticorps contre le TAG histidine
(Figure 51). Une protéine de 35kDa couplée a un TAG histidine a été utilisée comme témoin.
Cette protéine est bien détectée par le western blot. En revanche, la protéine de 305 acides
aminés n’est pas détectée.

Le pseudogene yhdW ne code pas de protéine de 305 acides aminés mais il code peut-
étre une petite protéine de 78 acides aminés qui n’a plus du tout une fonction de SBP.

E. coli E. coli o E. coli
pSEVA  Protéine pSEVA-YhdW

+ HisTAG —

ATC (ng/mL) 0 200 0 200 0 200

Marqueur
(kDa)

70
60
50
40

30

20

Figure 51 : Test de surproduction de YhdW avec un TAG histidine

Afin de visualiser si la protéine YhdW de 305 acides aminés est produite, I'ORF de yhdW suivi d’'un TAG
histidine a été cloné devant un promoteur inductible a I'anhydrotetracycline (ATC) dans le vecteur pSEVA. A
la suite des cultures, le western blot a été réalisé avec des anticorps anti-his. Les extraits cellulaires pour les
cellules sans plasmide, les cellules contenant le plasmide vide pSEVA et les cellules contenant le plasmide
PSEVA-YhdW préalablement induites ou non avec 200ng/mL d’ATC ont été déposés sur gel. Une protéine
connue contenant un His-TAG a également été déposée sur le gel comme témoin positif.
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Figure 52 : Transcription et traduction du géne yhdW chez E. coli K12 W3110

La partie supérieure de la figure (en jaune) représente la transcription et la traduction du géne yhdW lorsqu’il n’y a pas de mutation. Elles aboutissent a une protéine
de 341 acides aminés. La partie inférieure de la figure (en bleu) représente le géne yhdW avec une mutation correspondant a la délétion d’un nucléotide au niveau du
codon 23. Si la traduction débute toujours au niveau du codon start, cette mutation aboutit a un décalage du cadre de lecture qui engendre une composition en acides
aminés différente (en rouge) et un codon stop prématuré. Une protéine de 78 acides aminés est produite. En revanche, si la traduction commence au niveau du codon
start alternatif, une protéine de 305 acides aminés est produite. Cette protéine est tres similaire a la protéine de 341 acides aminés.
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3.1.3 - Le systeme Yhd est impliqué dans la résistance intrinsegue aux antibiotiques

ZraRrégule la transcription de I'opéron yhdW-Z, et le systéme ZraPSR est impliqué dans
la résistance a certains antibiotiques. Parmi les mécanismes de résistance aux antibiotiques, il
est connu que certains transporteurs ABC participent a la détoxification de toxines ou
d’antibiotiques. La résistance intrinseque a certains antibiotiques, contrdlée par ZraPSR,
pourrait étre médiée totalement ou en partie par YhdW-Z. Afin d’étudier la potentielle
implication de ce transporteur dans la résistance aux antibiotiques, la délétion de I'opéron
yhdWXYZ a été réalisée selon la méthode de Datsenko et Wanner (Datsenko et Wanner
2000b). Pour vérifier que la délétion de ce gene n’entraine pas de défaut de croissance, un
suivi de la croissance au cours du temps a été réalisé en milieu riche et en milieu minimum
(non montré). La bactérie délétée de I'opéron yhdWXYZ (AyhdWXYZ) a une croissance
similaire a celle de la bactérie sauvage (WT) dans les deux types de milieux. Une mutation du
systeme Zra entraine une plus forte sensibilité a un panel d’antibiotiques. Afin de visualiser
I'impact de la délétion de l'opéron yhdWXYZ sur la sensibilité aux antibiotiques, les
pourcentages de survie ont été déterminés par rapport a la condition sans antibiotique (Figure
53). Chez E. coli, en présence de loméfloxacine (0.2ug/uL) et de mécillinam (5ug/uL), la souche
AyhdWXYZ a un pourcentage de survie 4 et 2 fois inférieur a celui de la souche sauvage (Figure
53). Ce transporteur semble donc étre impliqué dans la résistance intrinseque a ces
antibiotiques. En revanche, aucune différence de sensibilité n’est observée pour la
tétracycline, la puromycine et I'ampicilline.

[ wr layhdwxyz

* I I
204 T 1

i ]
Tétracycline Puromycine Lomeéfloxacine Mecillinam Ampicilline
(35ug/mL)  (35pg/mlL) (0,2pug/mL)  (5ug/mL) (0,2pg/mL)

Pourcentage de survie

Syntheése protéique Réplication Peptidoglycane

Figure 53 : Pourcentages de survie de E.coli WT et AyhdWXYZ en présence de différents antibiotiques

Les pourcentages de survie en présence de différents antibiotiques sont présentés pour la souche sauvage
WT et la souche mutante AyhdWXYZ. Cette expérience a été réalisée en 4 réplicats sur des cultures
biologiquement indépendantes. Le test de Mann-Whitney a été réalisé et une différence (p<0.05) est
indiquée par *.
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Les ABC transporteurs assurent I'import ou I'export de molécules ou d’ions. Les phénotypes
observés (sensibilité supérieure du mutant AyhdWXYZ) suggerent que ce transporteur
pourrait étre impliqué dans I'export de la loméfloxacine. Afin de déterminer la quantité
intracellulaire de loméfloxacine, un test a été mis au point en se basant sur la publication de
Vergalli et al. (Vergalli et al. 2018) . La loméfloxacine est une molécule fluorescente, son suivi
est possible par mesure de la fluorescence. Afin de déterminer ses longueurs d’ondes
d’excitation et d’émission, des spectres d’excitation et d’émission de la loméfloxacine ont été
réalisés (Chapitre IV, partie 3.7, Figure 26). Puis le contenu intracellulaire a été séparé par
HPLC et la loméfloxacine a été détecté par le fluorimetre. A 'aide de la courbe standard
(Chapitre IV, partie 3.7, Figure 27), une relation a pu étre établie entre la quantité de
loméfloxacine et I'intensité de I'aire du pic de fluorescence.

La concentration intracellulaire de loméfloxacine a été suivie au cours du temps aprées
I'addition de I’antibiotique. Chez la souche sauvage, une accumulation progressive de
loméfloxacine est visible allant de 3.2x10° ng de loméfloxacine par cellule a 30min jusqu’a
1x107 ng de loméfloxacine par cellule & 120min (augmentation de 23 fois). La méme
accumulation est visible chez le mutant. Néanmoins, 120 minutes apres l'addition de
loméfloxacine, il y a 1,8 fois plus de loméfloxacine a I'intérieur du mutant par rapport a la
souche sauvage (Figure 54). Cette expérience nécessite plus de répétition mais cette
observation est cohérente avec la sensibilité supérieure du mutant a la loméfloxacine.
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Figure 54 : Quantification de la loméfloxacine a l'intérieur de la cellule

Les deux cultures biologiquement indépendantes de cellules WT W3110 et AyhdWXYZ W3110 ont été
placées en contact avec 1ug/mL de loméfloxacine. Une aliquote a été prélevée 30, 45, 60, 90 et 120min
apres incubation avec I’antibiotique. Les cellules ont été lysées a I'aide d’un tampon contenant de I’ACN et
du TFA. Les solutions correspondant au contenu intracellulaire des bactéries ont été analysées par HPLC. La
quantité de loméfloxacine a été évaluée et elle a été calculée par cellule (ng/cellule).
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3.2 — Quel est le role du transporteur Yhd chez le pathogene murin, Citrobacter

rodentium ?

Chez C. rodentium, le transporteur Yhd posséde une protéine fixatrice du substrat,
YhdW, entiere. Dans un premier temps, la protéine YhdW a été purifiée par chromatographie
d’affinité et les interactions avec ses potentiels substrats ont été déterminées par FTSA. Dans
un second temps, l'activité des promoteurs de 'opéron a été analysée dans différentes
conditions de culture. Enfin, la fonction du transporteur Yhd dans la pathogénie de C.
rodentium a été évaluée.

3.2.1 — Quelle est la fonction du transporteur Yhd ?

3.2.1.1 — Quel est le ligand de la protéine YhdW ?

Le transporteur Yhd est annoté in silico comme un transporteur ABC qui est impliqué
dans le transport d’acides aminés. De plus, il est connu que la spécificité des substrats des ABC
transporteurs est déterminée a la fois par la SBP et les protéines transmembranaires. Afin de
déterminer si Yhd transporte des acides aminés, et lesquels, la production et la purification de
YhdW ont été réalisées puis sa capacité de fixation d’une variété de ligands a été mesurée.

3.2.1.1.1 — Production et purification de YhdW couplée a un TAG histidine

La protéine YhdW a été identifiée in silico comme étant une SBP. Ces protéines
possedent un peptide signal qui leur permet d’étre adressées vers le périplasme. La séquence
protéique de YhdW a donc été analysée a l'aide du logiciel SignalP-5.0 afin d’identifier la
présence d’un signal peptide potentiel (Figure 55). Cette analyse montre que YhdW possede
un peptide signal avec une forte probabilité. Etant donné que le peptide signal est clivé lors
de la translocation a travers la membrane, la protéine sera sous forme précurseur dans le
cytoplasme et sous forme mature dans le périplasme.

Afin de produire et purifier la protéine YhdW, le cadre de lecture du géne yhdW de C.
rodentium a été cloné en amont d’une étiquette 8 histidines dans le vecteur de surexpression
PET30 inductible a I'IPTG. La surproduction a ensuite été effectuée dans la souche E. coli BL21.
Apres induction par I'IPTG, I'accumulation de la protéine YhdW est contrblée sur gel
d’acrylamide (Figure 56). L'accumulation est optimale au bout de 3h aprés induction a une
température de 30°C (Figure 56A). Cette condition a été sélectionnée pour la suite des
expériences. Une expérience similaire a été réalisée et un western blot a été réalisé avec des
anticorps contre le Tag histidine (Figure 56D). A partir de 1h aprés induction, la protéine est
visualisable, elle est sous forme précurseur. A partir de 3h apres induction, les deux formes de
la protéine sont visualisables.

Pour réaliser une extraction spécifique de la forme mature de la protéine, une
extraction différentielle a été réalisée. A la suite de la surproduction, les cellules ont été
resuspendues dans du tampon tris-EDTA additionné de sucrose puis elles ont été centrifugées,
et le surnageant récupéré (S. sur la figure 56B). Cette expérience a été réalisée en deux fois.
Les cellules ont ensuite été resuspendues avec |'eau pendant 5 min qui permet de récupérer
a la suite de la centrifugation seulement la fraction périplasmique. Enfin les cellules ont été
resuspendues dans de I'eau. Les fractions périplasmiques ont été purifiées sur colonne Ni-
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NTA. La fraction périplasmique a été analysée par western blot et la protéine a bien une taille
correspondant a la protéine mature dans la figure 56D.

L’histidine ayant une forte affinité pour le nickel, lors du passage de la fraction
périplasmique dans la colonne, La protéine YhdW couplée au His-TAG (HT) sera retenue par la
résine. En effet, la protéine est présente dans la fraction périplasmique de départ (FP, figure
56C) alors qu’elle n’est plus présente a la sortie de la colonne (FF, figure 56C) donc elle a bien
été retenue dans la colonne. Un lavage avec 10mM d’imidazole est réalisé. Cette
concentration n’est pas suffisante pour décrocher la protéine (FL, figure 56C). Un lavage de la
colonne avec 250mM d’imidazole est réalisé et des fractions de 2mL sont récupérées (F1a F5,
Figure 56C). Cette concentration est suffisante pour décrocher la protéine. Les 4 premiéeres
fractions sont concentrées. Les fractions sont ensuite regroupées et sont dialysées afin
d’éliminer I'imidazole. La concentration protéique a été estimée par un dosage de Bradford.

SignalP-5.0 prediction (Gram-negative): Sequence
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Figure 55 : Prédiction de la présence d’un peptide signal dans la protéine YhdW, avec SignalP-5.0

La séquence protéique de YhdW de C. rodentium a été analysée avec le logiciel SignalP-5.0. Les résultats
sont présentés sous forme de probabilité de la présence d’un peptide signal Sec (en rouge), d’un site de
clivage (en pointillés verts) ou d’aucun peptide signal (en orange). Le site prédit se trouve au niveau du 24¢m¢
acide aminé qui est une alanine.
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Figure 56 : Production et purification de YhdW avec le TAG histidine

A- Afin de contréler la surproduction de YhdW avec le TAG histidine, une aliquote de la culture est déposée
sur gel d’acrylamide aprés 0, 2h, 3h et 4h d’induction par I'IPTG a une température de 30°C ou 37°C. La
protéine est indiquée par une fleche rouge et la taille des fragments du marqueur de taille est également
indiquée.

B- Pour isoler la fraction périplasmique de YhdW avec le TAG histidine, une extraction différentielle a été
réalisée. A la suite de I'induction (1) la présence de la protéine a été contrélée par rapport a la condition non
induite (NI). Les cellules ont été resuspendues dans du tampon tris-EDTA additionné a du sucrose pendant
10min a 4°C. Ensuite, elles ont été centrifugées et deux fractions de surnageant ont été récupérées (S. 1 et
2). Les cellules ont ensuite été resuspendues dans de I’eau afin d’induire un choc osmotique qui détériore la
membrane externe et permet de libérer le contenu de I'espace périplasmique. Deux fractions de surnageant
correspondant aux fractions périplasmiques ont été récupérées (P. 1 et 2). Enfin les cellules ont été
resuspendues dans de I'eau et les fractions ont été déposées (C. 1 et 2).

C- Les fractions périplasmiques ont été purifiées sur une colonne NI-NTA. Un échantillon de la fraction
périplasmique a été déposé sur le gel (FP). Puis la fraction périplasmique a été passée sur la colonne Ni-NTA
et le liquide récolté a la sortie de la colonne a été déposé sur le gel (FF). Aprés un lavage avec 10mM
d’imidazole, la solution a la sortie de la colonne a été déposé que gel (FL). Pour décrocher la protéine, une
solution a 250mM d’imidazole a été passée sur la colonne et des fractions de 2mL ont été collectées (F1 a
F5).

D- Afin de visualiser les différentes formes de la protéine YhdW avec le TAG histidine, un western blot a été
réalisé avec des anticorps anti-His. Des aliquotes de cultures ont été déposées 0, 0.5h, 1h, 2h, 3h et 5h aprés
induction. La deuxiéme fraction périplasmique de I’extraction a également été déposée (P. 2). La protéine
est sous deux formes : non maturée de 38kDa et maturée de 35kDa.
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3.2.1.1.2 — Identification du ligand a I'aide du Fluorescence Thermal Shift Assay

Chez C. rodentium, le transporteur YhdWXYZ a été prédit in silico comme un ABC
transporteur d’acides aminés. Afin de déterminer la molécule transportée par ce systéme, la
protéine YhdW a été surexprimée et purifiée puis la technique de fluorescence thermal shift
assay, FTSA, a été utilisée afin de d’établir la fixation d’un ligand sur la protéine. Une étude a
précédemment montré que cette technique peut permettre d’identifier les molécules
transportées par les ABC transporteurs (Giuliani, Frank, et Collart 2008b). Cette technique a
notamment été utilisée pour déterminer le substrat de NspS chez V. cholerae et DalS chez S.
enterica (Cockerell et al. 2014; Osborne et al. 2012).

Cette technique soumet la protéine a un gradient de température qui permet d’évaluer
la température de dénaturation en présence de ligands potentiels, a I'aide d’un colorant
fluorescent (SYPRO orange). La liaison de la protéine avec un ligand de faible poids moléculaire
peut augmenter la stabilité thermique de la protéine. Une différence importante de la
température de dénaturation peut donner des indications sur les substrats de la protéine. La
température de fusion (Tm) a été déterminée a la fois pour la protéine seule et la protéine
avec les différents acides aminés. La différence de Tm (ATm) entre la protéine seule et la
protéine avec un substrat a été calculée. Un premier crible a été réalisé avec I'ensemble des
acides aminés. La différence de Tm est élevée pour 4 acides aminés qui sont I'asparagine (N),
la cystéine (C), la glutamine (Q) et la sérine (S) (Figure 57A).

Une nouvelle expérience avec des concentrations croissantes de ces acides aminés a
mis en évidence une forte affinité de la protéine pour I'asparagine et a un plus faible degré
pour la cystéine (Figure 57B).

3.2.1.1.3 —Test de croissance avec de I'asparagine comme seule source de carbone
L’asparagine pourrait étre un des acides aminés transportés par le systéme Yhd. Afin
de tester cette hypothése, des tests de croissance ont été réalisés en milieu minimum
additionné d’asparagine. Dans un milieu minimum contenant de [I'asparagine, si le
transporteur est responsable de son import, le mutant AyhdWXYZ devrait avoir un défaut de
croissance par rapport a la souche sauvage. Le résultat du test de croissance ne montre pas
de défaut de croissance du mutant AyhdWXYZ par rapport a la souche sauvage (Figure 58).

Néanmoins, cela peut s’expliquer par le fait que la bactérie puisse compenser cette
délétion par la synthése endogene de I'acide aminé. La synthése endogéne de I'asparagine a
partir de I'aspartate peut étre réalisée par deux enzymes codées par les génes asnA et asnB
chez E. coli. Chez C. rodentium, un orthologue de chacune de ces deux enzymes a été retrouvé.
Lorsque ces deux genes sont mutés, la souche est auxotrophe a I'asparagine (Figure 59A). Des
tests de croissance en milieu minimum additionné d’asparagine ont été réalisés pour
comparer la croissance du double mutant AasnAasnB avec celle du triple mutant
AasnAasnByhdWXYZ. En présence d’asparagine, aucune différence n’a été identifiée entre ces
deux mutants. Cela montre soit que YhdWXYZ n’est pas responsable de I'import d’asparagine
ou soit que I'import d’asparagine s’effectue par un autre transporteur (Figure 59B).
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Figure 57 : Etude de I'interaction de YhdW avec les acides aminés par fluorescent thermal shift assay

A- La protéine YhdW-8His (1,5uM) a été incubée en présence d’un panel d’acides aminés a une concentration
de 0,2mM (couleur foncée) ou 1mM (couleur claire). Les échantillons sont soumis a un gradient de
température. La température de demi-dénaturation, Tm, a été calculée en se basant sur la fluorescence du
colorant SyPRO Orange. Les données sont représentées sous forme d’histogramme, les barres représentent
la différence de Tm calculée (ATm) entre les échantillons avec la protéine en contact avec le ligand et les
échantillons avec la protéine seule. La ligne en pointillé délimite le seuil de 2°C indiquant une différence
positive de fixation (N=2). B- La protéine YhdW-8his (2,5uM) a été incubée avec ou sans 0,25mM; 0,5mM;
0,75mM ou 1ImM d’acide aminé. La température de demi-dénaturation, Tm, est représentée pour chaque
condition (N=3).
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Figure 59 : Obtention d’un mutant auxotrophe et test de compétition

(A) Les souches WT, AasnA, AasnB et AasnAasnB ont été striées sur milieu minimum contenant du glucose
0.2% et un milieu minimum contenant du glucose 0.2% et de I'asparagine 2mM. Seul le double mutant
AasnAasnB est auxotrophe a I'asparagine. (B) A partir de précultures en milieu riche, les cellules ont été
lavées dans du M63 et resuspendues a des D.O. eoonm identiques. Un mélange 1 :1 des deux souches
AasnAasnB et AasnAasnByhdWXYZ (Kanf) a été inoculé a une D.O. soonm de 0.05 dans du M63 glucose 0.2%
et ImM d’asparagine. Les cultures ont été incubées sous agitation a 37°C. Au bout de 2h, 6h et 24h de
culture, les cultures ont été diluées et étalées sur milieu GL et milieu GL contenant de la kanamycine. Le
pourcentage du triple mutant par rapport aux cellules totales a été calculé (N = 4).
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3.2.2 — Analyse de 'activité des promoteurs du systeme Yhd chez C. rodentium

3.2.2.1 — U'expression du systeme Yhd chez C. rodentium n’est pas régulée par ZraR

Précédemment, chez E. coli, nous avons vu que la transcription de yhd est régulée par
le régulateur ZraR. De la méme facon, les régions promotrices des genes yhdW et yhdX ont
été placées en amont des genes rapporteurs luxCDABE. Ainsi le niveau de luminescence reflete
I'activité des promoteurs. Chez Citrobacter rodentium, I'activité du promoteur du gene yhdW
et celle du gene yhdX ont été étudiées dans le contexte de la souche sauvage, WT et de la
souche mutante, AzraR (Figure 60). De plus, deux conditions ont été étudiées, le milieu riche,
LB, et le milieu riche additionné de zinc, LB Zinc. Cette seconde condition a été sélectionnée
car le régulateur ZraR est fortement exprimé en présence de zinc chez E. coli.

L'activité des deux promoteurs n’est pas impactée par la délétion du gene zraR.
L'activité des promoteurs est similaire en milieu LB et en milieu LB Zinc (Figure 60).
L’expression des geénes yhd n’est donc pas régulée par ZraR et ni par la présence de zinc. Enfin,
en milieu riche, I'activité des promoteurs reste trées faible.
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Figure 60 : Profil d'activité des promoteurs de yhdW et yhdX chez la souche sauvage de C. rodentium et le
mutant AzraR

Les génes de I'opéron lux sont sous le contréle du promoteur du géne yhdW ou du géne yhdX. Le profil
d’induction du promoteur est analysé en mesurant la luminescence émise toutes les 20 minutes pendant
24h a 37°C. L’activité des deux promoteurs est mesurée dans le contexte génétique de la souche sauvage
WT ou mutante AzraR en milieu riche, LB (en noir), et en milieu LB additionné avec 500uM de zinc, LB zinc
(en rouge). Les valeurs de luminescence obtenues sont normalisées par la D.O. 600nm correspondante.
L’expérience a été réalisée sur quatre cultures biologiquement indépendantes.
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3.2.2.2 — L'expression du systeme Yhd chez C. rodentium est induite en milieu minimum, plus
fortement en présence d’asparagine

Nos expériences de FTSA ont montré que YhdW pouvait fixer I'asparagine, en
cohérence avec la prédiction de fonction de transport ddes acides aminés pour ce
transporteur ABC. De plus, chez Rhizobium leguminosarum, il a été décrit comme un
transporteur avec une spécificité large pour les acides aminés aromatiques (Walshaw et Poole
1996). Il est donc intéressant de mesurer 'activité des promoteurs de ce systeme en milieu
minimum. Comme précédemment, I’activité des deux promoteurs est notée comme faible en
milieu riche, LB. En revanche, I'activité de PyhdW ::lux et PyhdX ::lux est respectivement 20 et
2 fois supérieure en milieu minimum par rapport au milieu riche (Figure 61, p>0.05). L’addition
de méthionine dans le milieu n’influence pas I’activité des promoteurs qui est la méme qu’en
milieu minimum. Au contraire, 'addition d’asparagine et de cystéine induit I'activité des
promoteurs. En effet, I'activité du promoteur de yhdW est 4 et 2 fois supérieure en présence
d’asparagine et de cystéine par rapport a la condition en milieu minimum (Figure 61, p>0.05).
De la méme facon, I'activité du promoteur de yhdX est 6 et 2 fois supérieure en présence
d’asparagine et de cystéine par rapport a la condition en milieu minimum (Figure 61, p>0.05).
L'expression du transporteur est induite en milieu minimum et d’autant plus en milieu
minimum contenant de |'asparagine ou de la cystéine. Ces résultats, ainsi que ceux du FTSA
suggerent fortement que ce transporteur est impliqué dans le transport des acides aminés.
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Figure 61 : Profil d'activité des promoteurs de yhdW et yhdX chez la souche sauvage

Les genes de I'opéron lux sont sous le contréle du promoteur de yhdW ou du promoteur de yhdXYZ. L’activité
du promoteur est étudiée dans le contexte génétique de la souche sauvage (WT) chez C.rodentium RCI2. Le
profil d”induction du promoteur est analysé en mesurant la luminescence émise toutes les 20 minutes
pendant 24h a 37°C, en milieu riche, LB, milieu minimum contenant du glycérol 0.2%, M63Y, additionné ou
non avec de I'asparagine 2mM (Asn), de la cystéine 2mM (Cys) ou de la méthionine 2mM (Met). Cette figure
représente la luminescence maximale normalisée par la D.O. 600nm correspondante pour chacune des
conditions de culture. Le test de Mann-Whitney a été réalisé et une différence (p<0,05) est indiquée par *
entre deux conditions ou par # entre la condition donnée et la condition M63Y.
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3.2.2.3 — L'expression du systeme Yhd n’est pas induite en anaérobie

Lors de l'infection du tractus intestinal de la souris, Citrobacter rodentium va se diriger
au niveau de I'épithélium du colon afin d’adhérer intimement avec les entérocytes. A
I'intérieur du mucus recouvrant I'épithélium, Citrobacter se trouve dans un environnement
pauvre en nutriments et en oxygene. L’activité des promoteurs de yhdW et yhdXYZ a donc
été étudiée dans différents milieux minimums et en condition aérobie ou anaérobie.

Comme cela a été montré précédemment, l'activité des deux promoteurs est
supérieure en milieu minimum par rapport au milieu riche (Figure 62). Néanmoins, |'activité
varie en fonction des sources de carbone. En effet, I'induction de 'activité du promoteur de
yhdW n’est pas visible en milieu minimum contenant du glucose au contraire des milieux
minimums contenant d’autres sources de carbone. L’activité du promoteur yhdX est, quant a
elle, fortement induite en milieu minimum contenant du glucose, du mannitol, du mannose
ou du glycérol mais celle-ci est faible en milieu minimum contenant du saccharose (Figure 62).

D’autre part, I'activité des deux promoteurs a été évaluée en condition anaérobie. La
condition anaérobie a été obtenue en déposant une couche de paraffine a la surface des puits
lors de la croissance et de la mesure de la fluorescence. En condition anaérobie, I’activité des
deux promoteurs est trés faible (Figure 62). Le transporteur est donc induit en milieu pauvre
mais pas en condition anaérobie.
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Figure 62 : Profil d'activité des promoteurs de yhdW et yhdX chez la souche sauvage en aérobiose et en

anaérobiose

Les génes de I'opéron lux sont sous le contréle du promoteur de yhdW (A) ou du promoteur de yhdXYZ (B).
L’activité du promoteur est étudiée dans le contexte génétique de la souche sauvage (WT) chez C. rodentium
RCI2. Le profil de I'induction du promoteur est analysé en mesurant la luminescence émise toutes les 20
minutes pendant 24h a 37°C, en milieu riche, LB, milieu minimum, M63, contenant du glycérol 0.2% (Y), du
manitol 0.2% (Mtl), du mannose 0.2% (Man), du glycérol O.

représente la luminescence maximale normalisée par la

anaérobiose en noir.
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3.2.3 — Le systeme YhdWXYZ participe a la pathogénie de C. rodentium

Les expériences précédentes laissent penser que le transporteur YhdWXYZ est
impliqué dans le transport d’acides aminés. Au cours d'une infection, les réseaux
métaboliques de I'h6te et de la bactérie pathogéne deviennent interconnectés (cross-talk). Le
métabolisme des acides aminés influence a la fois la virulence de la bactérie et les réponses
de I'h6te, qui déterminent l'issue de I'infection (Ren et al. 2018; Olive et Sassetti 2016). De
plus, afin de déchiffrer les échanges entre I'h6te et le pathogene au cours d'une infection,
Bose et al. ont étudié les interactions in silico entre les protéines des E. coli pathogenes et de
Shigella avec les protéines de 'Homme (Bose, Venkatesh, et Mande 2017b; 2019). Dans ces
études, 17 interactions entre la protéine YhdW et des protéines de 'Homme ont été
identifiées. Les auteurs concluent que cette protéine pourrait étre une cible thérapeutique
potentielle contre les souches de Shigella et d'E. coli résistantes aux antibiotiques (Bose,
Venkatesh, et Mande 2019).

Ces faits suggérent que ce transporteur pourrait jouer un role dans la virulence des
bactéries pathogenes. Afin d’évaluer I'importance de ce systeme dans la pathogénie, son
implication dans I'infection de Citrobacter rodentium chez la souris C57BL/6 a été évaluée. Un
protocole similaire a celui utilisé précédemment a été mis en place (Chapitre V, partie 3.2.3).
Au jour 0, une solution de PBS ou une solution de 10° CFU de bactéries WT ou AyhdW ou
AyhdWXYZ a été inoculée par gavage oral a 5 souris. Ensuite, le poids des souris a été suivi
guotidiennement. Le pourcentage de poids par rapport au Jour O présente une variabilité
élevée en fonction des individus. Néanmoins, les souris infectées semblent avoir une prise de
poids moins importante que les souris non infectées (Figure 63A). La charge bactérienne dans
les feces a été évaluée par dilution et étalement. Comme attendu, la concentration chez le
groupe infecté avec la bactérie WT augmente et atteint un plateau a partir du 6™ jour post-
infection (4 x 10% CFU/g). A partir du 117%™ jour, la concentration bactérienne commence a
diminuer correspondant a la phase de clairance ou I’"h6te commence a éliminer I'infection
(Figure 63B). Aucune différence n’est visible entre les souris infectées par les souches
mutantes et les souris infectées par la souche sauvage.

Le 14°€me jour post-infection, les souris ont été sacrifiées et leur colon a été prélevé. Etant
donné que Citrobacter rodentium est responsable de légere colite chez le modele murin
C57BL/6, le rapport du poids sur la longueur du colon a été évalué. Ainsi, une augmentation
significative est visible chez les souris infectées en comparaison du groupe de souris non
infectées (p>0.05) (Figure 63C). En revanche aucune différence n’est visible entre les souris
infectées par la bactérie WT et les souris infectées par la bactérie AyhdW ou AyhdWXYZ (Figure
63C). Parallélement, des coupes de colon ont été réalisées et colorées avec la coloration HE
(Hématoxyline et éosine, figure 63E). L'infection par Citrobacter rodentium provoque une
élongation des cryptes intestinales (CCH, colonic crypt hyperplasia). La longueur de dix cryptes
correctement orientées chez chaque souris a été mesurée. Les cryptes sont symbolisées par
un trait noir dans la figure 63D. La taille des cryptes est significativement supérieure chez les
souris infectées par rapport aux souris non infectées (p>0.0001). Aucune différence n’est
observée entre le groupe de souris infectées avec les bactéries WT et AyhdWXYZ (Figure 63D).
En revanche, les souris infectées avec le mutant AyhdW présente des longueurs de cryptes
significativement plus faibles (p>0.001) que les souris infectées avec la souche WT.
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Figure 63 : Impact de la délétion de yhdW et yhdWXYZ sur la pathogénie de C. rodentium au jour 14

Les souris C57BL/6 ont été infectées par gavage oral avec une solution de PBS, une solution bactérienne de
WT RCI2 ou ces mutants AyhdW ou AyhdWXYZ (n=5). (A) Le poids des souris a été suivi quotidiennement. Le
pourcentage du poids des souris par rapport au jour de l'infection est présenté pour chaque jour post-
infection. (B) Les féces ont été collectées quotidiennement, pesées, broyées dans du PBS et étalées sur
MacConkey Sorbitol. La concentration bactérienne a été déterminée en CFU/gramme de feces. (C) Les souris
ont été sacrifiées au 147 jour et leur colon a été prélevé. Il a été pesé et mesuré, ce qui a permis de
déterminer un ratio poids/longueur du colon en mg/mm. Le test statistique de Mann-Whitney a été réalisé
et une différence p<0.05 et p<0.01 entre les conditions d’infection et la condition contréle est indiquée
respectivement par * et **. (D et F) Les colons ont été fixés, inclus dans de la paraffine et coupés en fine
lamelle au microtome puis colorés avec de I’hématoxyline et de I’éosine (D). (F) Dix cryptes intestinales
correctement orientées ont été mesurées par souris. Le test statistique de Mann-Whitney a été réalisé. Une
différence p<0.0001 entre les conditions d’infection et la condition contréle est indiquée par #### et une
différence p<0.001 entre l'infection avec une souche mutante et I'infection avec la souche sauvage est
indiquée par ***,
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A la suite de ces observations préliminaires de I'effet de YhdW sur le pouvoir
pathogéne de Citrobacter rodentium, I'expérience a été réalisée de nouveau sur 10 souris par
condition. Comme précédemment, le poids des souris se révele tres variable. Le poids des
souris infectées par la souche AyhdW est tres proche de celles non infectées alors que le poids
des souris infectées par la souche AyhdWXYZ est proche de celui des souris infectées par la
souche WT (Figure 64A). La charge bactérienne a également été évaluée. La quantité
d’entérobactéries naturellement présente dans le tube digestif des souris est faible, aux
alentours de 103 - 10* CFU/g. A partir de 2 jours post-infection, une forte augmentation de la
charge bactérienne est visible chez les souris infectées par la souche WT. Une augmentation
similaire de la charge bactérienne est visible chez les souches infectées par AyhdW ou
AyhdWXYZ mais elle est significativement plus faible le quatrieme et le sixieme jour post-
infection en comparaison avec les souris infectées par la souche sauvage (Figure 64B).

Afin de mieux évaluer la temporalité de I'infection, cinq souris par conditions ont été
sacrifiées au jour 7 et cing autres ont été sacrifiées entre le jour 11 et 14 en fonction de leur
état de santé. De la méme fagon, leur colon a été prélevé afin d’établir un rapport entre le
poids et la longueur des colons ainsi que d’évaluer I’état du colon par histologie. Au jour 7 et
au jour 11-14, le ratio poids/longueur est supérieur chez les souris infectées en comparaison
avec les souris témoin mais aucune différence n’est visualisable entre les différents groupes
de souris infectées (Figure 64C). Enfin, les coupes histologiques ont été analysées et les cryptes
correctement orientées ont été mesurées. Au jour 7, la longueur des cryptes est légerement
supérieure dans la condition infectée par rapport a la condition contréle (p<0.0001). En
revanche, au jour 11-14, la longueur des cryptes est 2 fois supérieure chez les souris infectées
avec les souches mutantes par rapport aux souris non infectées (p<0.0001). La longueur des
cryptes est significativement (p<0.001) inférieure chez les souris AyhdW et AyhdWXYZ en
comparaison avec les souris WT (Figure 64D, cryptes symbolisées par un trait noir dans la
figure 65).

La coloration au PAS permet d’identifier les cellules caliciformes car les polysaccharides
présents dans le mucus sont oxydés par I'acide périodique. Dans la figure 65, cette coloration
permet de mettre en évidence que les souris infectées ont des cellules caliciformes plus
petites et probablement moins de mucus que les souris non infectées. Chez les souris infectées
par la souche WT, au jour 7, quelques cellules caliciformes sont encore visibles mais au fond
des cryptes intestinales (fleche jaune sur figure 65) alors qu’au jour 11-14, les cellules
caliciformes ne sont plus présentes. Chez les souris infectées par les souches AyhdW ou
AyhdWXYZ, la déplétion en cellules caliciformes semble plus faible que les souris infectées pas
la souche WT. En effet, chez ces souris, au jour 11-14, des cellules caliciformes sont toujours
observables. D’autre part, jour 7, I’épithélium des souris infectées est plus endommagé que
celui des souris témoin (épithélium endommagé symbolisé par une fleche rouge sur la figure
65). En revanche, jour 11-14, I'épithélium des souris infectées par les souches AyhdW ou
AyhdWXYZ semblent en meilleur état que celui des souris infectées par la souche WT.
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Ces observations ont été réalisées avec I'aide du Docteur Thierry Marchal qui est
spécialiste en histopathologie. Pour aller plus loin dans I'analyse, avec son aide, un score de
pathogénie sera mis en place en évaluant non seulement la déplétion en cellules caliciformes
mais également en évaluant notamment I'état de I'épithélium, la présence d’cedeme, la

présence de cellules immunitaires dans les tissus et le niveau de division par mitose.
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Figure 64: Impact de la délétion de yhdW et yhdWXYZ sur la pathogénie de C. rodentium au Jour 7 et 11-14

Les souris C57BL/6 ont été infectées par gavage oral avec une solution de PBS, une solution bactérienne de
WT RCI2 AyhdW ou AyhdWXYZ RCI2 (n=10). (A) Le poids des souris a été suivi quotidiennement. Le
pourcentage du poids des souris par rapport au jour de l'infection est présenté pour chaque jour post-
infection. (B) Les féces ont été collectées quotidiennement, pesées, broyées dans du PBS et étalées sur
MacConkey Sorbitol. La concentration bactérienne a été déterminée en CFU/gramme de féces. (C) Les souris
ont été sacrifiées au 7°™¢ jour et au 11-147™¢ jour et leur colon a été prélevé. Il a été pesé et mesuré, ce qui
a permis de déterminer un ratio poids/longueur du colon en mg/cm. Le test statistique de Mann-Whitney a
été réalisé et une différence p<0.05 et p<0.01 entre les conditions d’infection et la condition contréle est
indiquée respectivement par * et **. (D) Le test statistique de Mann-Whitney a été réalisé. Une différence
p<0.0001 entre les conditions d’infection et la condition contréle est indiquée par **** et une différence
p<0.01 entre l'infection avec une souche mutante et I'infection avec la souche sauvage est indiquée par ##.
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Figure 65 : Photographies des coupes de colon de souris infectées ou non infectées

Les souris C57BL/6 ont été infectées par gavage oral avec une solution de PBS, une solution bactérienne de WT RCI2
AyhdW ou AyhdWXYZ RCI2 (n=10). Les souris ont été sacrifiés au 7 et au 11-14ieme jour. Les colons ont été fixés,
inclus dans de la paraffine et coupés en fine lamelle au microtome puis colorés avec de I’hématoxyline et de I’éosine
(A) ou du PAS (B). Les cryptes sont symbolisées par un trait noir, les cellules caliciformes sont symbolisées par une
fleche jaune et les Iésions de I’épithélium sont symbolisées par une fléche rouge.
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3.3 —Le transporteur Yhd n’est pas impligué dans la virulence du phytopathogene

D. dadantii

Dickeya dadantii est un phytopathogene qui est responsable de la pourriture molle chez
différentes plantes (Chapitre |, partie 2.2.2.1). Afin d’évaluer si le transporteur YhdWXYZ était
impliqué dans la pathogénie de D. dadanti 3937, le mutant AyhdWXYZ a été réalisé selon la
méthode de contre-sélection a I'aide du géne sacB (Link, Phillips, et Church 1997) (Chapitre
IV, partie 2.6.4).

Des infections ont été réalisées sur des feuilles d’endives avec la souche sauvage et le
mutant AyhdWXY. Le modele « endive » est couramment utilisé au laboratoire et permet
d’observer si les génes mutés ont un impact important sur le pouvoir pathogéne de D. dadantii
en évaluant I'’étendue des symptémes de macération. Apres 24h d’infection avec des bactéries
WT ou AyhdWXYZ, les résultats sont présentés sous forme de photographies et de graphiques
représentant |'aire d’infection de la bactérie sur feuille d’endive. Un témoin a été réalisé avec
du M63 et, comme attendu, aucun symptéme n’est visualisable. Les aires d’infection de la
souche sauvage et de la souche mutante ne présentent pas de différence (Figure 66). Des
résultats similaires ont été observés lors d’infections de pomme de terre et de feve (données
non présentées). Donc les genes yhdWXYZ ne sont pas nécessaires pour 'infection d’endives,
de pomme de terre et de feve par le phytopathogéne D. dadantii.
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Figure 66 : Test d'infection d’endives par les souches D. dadantii WT et AyhdWXYZ

Les endives ont été infectées avec 108 CFU/mL de D. dadantii WT ou AyhdWXYZ préalablement resuspendues
dans du milieu M63 (n=7). Un contréle a été réalisé avec du M63 seul. Les endives ont ensuite été placées a
30°C dans une atmosphére humide. Au bout de 24h, les aires d’infection ont été évaluées. Le test de Mann-
Whitney a été réalisé et il n’y a pas de différence significative entre I'infection avec la souche sauvage ou la
souche mutante.
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4 — Conclusion

Le transporteur YndWXYZ a été identifié in silico comme un transporteur ABC d’acides aminés.
Il est retrouvé chez de nombreuses entérobactéries notamment celles de la famille des
Enterobacteriaceaeee, Pectobacteriaceae et Yersiniaceae. Cependant, les analyses de
séquences montrent que chez certaines bactéries, la protéine YhdW est tronquée, comme
chez E. coli. C'est pourquoi, nous avons décrypté le role du transporteur chez deux bactéries
possédant ou non cette protéine, E. coli et C. rodentium.

Chez E. coli, le transporteur Yhd a été retrouvé parmi les cibles potentielles du régulateur
ZraR lors d’une expérience de ChlP-seq. Les analyses par RT-qPCR montrent que la différence
d’expression de I'opéron n’est pas significative entre la souche sauvage et le mutant AzraR.
Cependant, I'analyse des fusions PyhdW::lux et PyhdX::lux dénote d’une différence faible mais
significative d’activité du promoteur entre la souche sauvage et le mutant AzraR. Le systeme
pourrait donc étre régulé négativement par le systéme Zra dans certaines conditions. De plus,
I'activité supérieure des promoteurs PyhdW et PyhdX en milieu minimum est dépendante du
facteur 0°*. Chez E. coli, le systtme Yhd ne posséde pas de SBP. Nous montrons qu’il est
impliqué dans la résistance au mécillinam et a la loméfloxacine. En absence du transporteur,
la loméfloxacine s’accumule plus que chez la souche sauvage. Le transporteur Yhd pourrait
donc étre impliqué dans I'export de loméfloxacine.

Chez C. rodentium, le systeme YhdWXYZ est présent dans son intégralité. L’affinité de la
SBP pour différents acides aminés a été analysée. YhdW a une affinité importante pour
I’'asparagine et de fagcon moins importante pour la cystéine. De plus, I'activité des promoteurs
est supérieure en milieu minimum et d’autant plus en milieu minimum contenant de
I'asparagine ou de la cystéine. Néanmoins, la délétion du transporteur n’a pas d’impact sur la
croissance de C. rodentium WT ni de C. rodentium auxotrophe a |'asparagine en milieu
minimum. Cela suggere I'existence d’un transporteur alternatif, comme c’est le cas chez E.
coli. C. rodentium étant un pathogéne murin, I'implication du transporteur Yhd a été testée
au cours de l'infection. La délétion du transporteur impacte le phénomeéne d’hyperplasie des
cryptes coloniques et la charge bactérienne dans les féces. Cela indique que Yhd est important
pour la virulence de la bactérie. Enfin, contrairement au modele animal, le transporteur Yhd
ne participe pas a la virulence de la bactérie phytopathogene D. dadantii.
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Chapitre VIII — Discussion et perspectives

1 - Le systeme Zra, un systeme de réponse au stress

1.1 — Conservation du systeme Zra chez les entérobactéries pathogenes

Le génome des bactéries subit de nombreux réarrangements et la conservation d’un
élément peut témoigner de I'avantage qu’il confere aux bactéries qui le possédent. La
conservation de Zra a été étudiée et cela a permis de montrer que le systeme est conservé
chez certaines bactéries de la famille des Enterobacteriaceaeee, des Yersiniaceae et des
Budviciaceae (Figure 28). Chez les Enterobacteriaceaeee, ce systeme est conservé seulement
chez le clade d’Escherichia et celui de Klebsiella (Figure 29). Les trois éléments du systéme
ZraPSR ont co-évolué et sont retrouvés ensemble chez toutes les entérobactéries ou le
systeme est présent. La coévolution des trois genes tendrait a montrer que les trois éléments
du systeme sont importants pour son fonctionnement.

Afin d’expliquer la conservation partielle du systeme Zra, deux scénarios d’évolution
peuvent étre proposés. Le premier est celui de la présence de Zra chez I'ancétre commun aux
entérobactéries ensuite il a été conservé ou perdu chez les membres de I'ordre. En effet, la
perte de genes n’est pas rare chez les bactéries (Bolotin et Hershberg 2016). Le second est
celui de I'acquisition du transporteur Zra par transfert horizontal de génes (THG). En effet, les
éléments provenant de THG représentent environ 1% du génome des bactéries (Oliveira et al.
2017). Cette étude ne permet pas de privilégier un scénario par rapport a l'autre. Mais le
mélange de ces deux scénarios peut également étre envisagé c’est-a-dire que le systeme Zra
pourrait étre présent chez I'ancétre commun des entérobactéries puis étre perdu et ensuite
étre de nouveau acquis par THG chez certaines entérobactéries. Pour répondre a cette
guestion, des arbres phylogénétiques avec un grand nombre de protéines ZraS, ZraR ou ZraP
chez différentes especes ont été réalisés mais ils n"ont pas permis de conclusion univoque.
L’analyse devrait étre réalisée sur un nombre de séquence supérieur afin d’étre plus robuste.
Si cet arbre est structuré comme celui des espéces, cela signifiera que I’évolution de Zra suit
le scénario 1 et dans le cas contraire, des THGs pourront étre identifiés.

Enfin, le systéme est conservé chez une majorité de pathogénes comme les genres
Shigella, Klebsiella, Escherichia, Salmonella, Citrobacter, Yersinia ou Serratia. Cette
conservation pourrait témoigner d’'un avantage sélectif que confére le systeme. C'est
pourquoi nous avons décidé d’étudier le systéme chez le pathogene Citrobacter rodentium
mais il serait intéressant d’évaluer le role du systéeme dans la pathogénie d’autres
entérobactéries pathogenes.
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1.2 — Quelle est la fonction du systeme Zra ?

1.2.1 — Le systéme Zra est activé par les métaux mais n’est pas impliqué dans

I'hnoméostasie métallique

Chez Salmonella enterica et Escherichia coli, le systeme Zra a été montré comme
fortement induit par le zinc (Appia-Ayme et al. 2011; Petit-Hartlein et al. 2015;
Leonhartsberger et al. 2001). De par cette forte induction, il avait premiérement été proposé
comme un systéme impliqué dans I’homéostasie du zinc (Leonhartsberger et al. 2001).
Néanmoins, plusieurs études indépendantes montrent que Zra n’est pas impliqué dans ce
phénoméne (Petit-Hartlein et al. 2015; van der Weel et al. 2019).

Afin d’évaluer la fonction du systeme Zra chez Citrobacter rodentium, 'activité de ses
promoteurs a tout d’abord été analysée. Le systeme est fortement induit par le cuivre et le
zinc (Figure 31). En revanche la délétion de zraR ou zraP n’a pas d’'impact sur la sensibilité a
des concentrations croissantes de zinc ou de cuivre (Figure 34). Cela n’exclut pas pour autant
gue le systéeme puisse réguler des effecteurs de la réponse au stress métallique. En effet,
I’étude de Choudhary et al. a mis en évidence que les génes nik, le géne zntA et les génes
cusABC, qui sont respectivement responsables de I'import du nickel, I'export du zinc et du
cuivre, présentaient une expression inférieure chez le mutant AzraR comparé a la souche
sauvage en RNAseq (Choudhary et al. 2020). La délétion du systéeme Zra pourrait étre
compensée par la redondance fonctionnelle des mécanismes impliqués dans I’homéostasie
métallique. En effet, il existe de nombreux systéemes responsables de la régulation de la
concentration en métaux intracellulaire. Par exemple, dans la littérature, la tolérance au
cuivre est médiée par un réseau complexe de régulateur qui modulent I'import et de I'export
de cuivre (Giachino et Waldron 2020).

Néanmoins, la fonction premiére du systéme Zra ne serait pas de participer a
I’'homéostasie métallique. De la méme fagon, les systémes Cpx et Bae sont connus pour étre
induits par le cuivre et le zinc respectivement mais ils participent surtout a la réponse au stress
de I'enveloppe (Leblanc, Oates, et Raivio 2011; Yamamoto et Ishihama 2006). Le zinc et le
cuivre pourraient étre des signaux témoignant d’'un défaut d’intégrité membranaire qui
activerait la réponse au stress.

1.2.2 — Le systeme Zra est impliqué dans la résistance aux antimicrobiens

Si le systeme Zra ne semble pas jouer de role dans ’homéostasie métallique, son rdole dans
la résistance aux antimicrobiens a été mis en évidence chez E. coli. Le systeme Zra est impliqué
dans la résistance intrinseque aux antimicrobiens ciblant la synthése protéique, la synthese
de I’ADN ou les structures de I’enveloppe (Rome et al. 2018).

Afin de caractériser le fonctionnement du systéme Zra chez C. rodentium, nous avons
étudié l'effet de la mutation des éléments de ce systeme sur la sensibilité a certains
antibiotiques. La délétion des éléments du systéme Zra entraine une augmentation de la
sensibilité a certains antimicrobiens notamment au chlorure de benzéthonium et a la
polymyxine B. Ces deux biocides ciblent I'enveloppe bactérienne. Le chlorure de
benzéthonium est un agent de surface cationique. Il peut compromettre lintégrité
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membranaire en perturbant la bicouche lipidique de la membrane externe (Merchel Piovesan
Pereira et Tagkopoulos 2019). La polymyxine B est un lipopeptide cyclique qui pénetre a
I'intérieur de la membrane externe avec la téte polaire a I'extérieur de la bicouche lipidique.
Il en résulte une désorganisation des membranes aboutissant a la mort cellulaire (Tsubery et
al. 2002).

L’h6te possede des peptides antimicrobiens qui ont des effets similaires a ces deux molécules.
Par exemple, au contact du peptide antimicrobien, Maigainin |, des protéines sont
surproduites et notamment ZraP (Cardoso et al. 2017). La présence de ZraP révéle que le
systéme Zra est surement activé en présence de peptides antimicrobiens. Cela concorde avec
la sensibilité supérieure du systeme pour ce type de molécule. Ces observations laissent
penser que le systeme Zra est impliqué dans la réponse au stress de I'enveloppe. De plus,
notre équipe a montré que les mutants du systeme zra présentaient des défauts d’intégrité
membranaires supérieur en présence d’antimicrobiens (Rome et al. 2018).

Un crible plus approfondi des phénotypes des mutants AzraR et AzraP en présence d’'un
panel plus important de biocides notamment de peptides antimicrobiens sera réalisé afin
d’améliorer la caractérisation de I'implication du systeme ZraPSR dans la résistance aux
antibiotiques chez C. rodentium.

1.2.3 —Le systeme ZraSR est impliqué dans la pathogénie de C. rodentium mais pas ZraP

Le systéme ZraPSR pourrait étre impliqué dans la résistance aux peptides antimicrobiens
ainsi qu’aux stress au sein de I’hdte. Nous nous sommes demandé si le systéme jouait un role
dans la pathogénie de C. rodentium sur la souris. Une étude avait préalablement montré 'effet
de la délétion des genes zra$S et zraR sur la virulence de C. rodentium. |l s’est avéré que les
souches AzraSR provoquent un retard de mortalité des souris C3H/HelJ par rapport a la souche
sauvage (Thomassin et al. 2017).

Nous nous sommes alors interrogés sur |'effet de la délétion de zraP sur la virulence de C.
rodentium. Dans notre étude, le poids des souris, la charge bactérienne dans les feces et I’état
histologique du colon des souris C57BL/6 ne présentent pas de différence entre le mutant
AzraP et la souche sauvage WT. Donc ZraP ne semble pas étre impliqué dans la pathogénie de
C. rodentium. Néanmoins, le role de ZraP reste flou. Cette protéine possede une activité
chaperonne lorsqu’elle est liée au zinc et elle jouerait un réle de rétrocontréle du systeme
ZraSR (Appia-Ayme et al. 2011; Petit-Hartlein et al. 2015) (Figure 31 et 32). Le rétrocontrole
des systemes a deux composants est important car I’emballement de ces systémes peut étre
néfaste pour la cellule. Parfois les protéines de I'immunité innée exploitent cette propriété
pour lutter contre les bactéries. En effet, les protéines de reconnaissance du peptidoglycane
(PGRP, pour peptidoglycan recognition proteins) sont détectées par Cpx et vont induire une
activation tres forte de CpxAR qui aboutit a un effet toxique a cause de la dépolarisation de la
membrane et de la production de ROS (Kashyap et al. 2014).
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L'implication du systéme ZraPSR dans la pathogénie pourrait étre di a un défaut de survie
a l'intérieur de I’hote et/ou a un défaut de virulence. Pour conclure, il serait intéressant
d’étudier plus amplement le systeme et son régulon. D’une part, il serait intéressant d’évaluer
la régulation directe ou indirecte par Zra de facteurs de virulence de C. rodentium. Par
exemple, le LEE (locus d’effacement des entérocytes) de C. rodentium est composé de genes
codant le systéme de sécrétion de type lll ainsi que ses effecteurs. Les effecteurs sont
responsables de la modulation de la réponse immunitaire et du métabolisme cellulaire (Berger
et al. 2018). Si le systeme Zra module le LEE ou un autre facteur de virulence, un lien direct
serait établi entre le systeme Zra et la pathogénie.

D’autre part, comme nous I'avons vu, la bactérie est soumise a de nombreux stress lors de
I'infection. Le systeme Zra pourrait donc étre impliqué dans la survie au sein de I’h6te via sa
résistance supérieure aux antimicrobiens mais également au stress acide, au stress oxydatif
ou encore au stress osmotique. De plus, I'’étude de Choudhary et al. a mis en évidence que les
génes soxS,, sodC, sodB, sufABCDE, katE, sodA, katG, groS et grol qui sont responsables de la
réponse au stress oxydatif, présentaient une expression inférieure chez le mutant AzraR
comparé a la souche E. coli sauvage en RNAseq (Choudhary et al. 2020). Le systéme pourrait
donc étre impliqué dans la réponse au stress oxydant en plus de la réponse au stress
antimicrobien et cela permettrait a la bactérie de survivre a I'intérieur de son hoéte.

1.3 — Quels sont les génes régulés par le systeme Zra ?

Dans la littérature, les ESRs ont un role prépondérant dans la réponse au stress via la
régulation de I'expression d’un certain nombre de genes. Ainsi, nous avons supposé que le
régulateur ZraR n’intervenait pas seulement au niveau du locus zra mais qu’il pouvait réguler
d’autres loci. Pour répondre a cette question, avant ma thése, un ChIP-seq avait été réalisé
chez E. coli afin d’identifier les interactions de ZraR avec ’ADN. A I'aide de cette technique,
148 sites de fixation potentiels de ZraR a I’ADN ont été identifiés. Une quarantaine de sites de
fixation situés au niveau de promoteur ont été retenus.

L’expression des genes potentiellement régulés par ZraR a été étudiée chez E. coli WT
et le mutant AzraR par RT-gPCR. Six génes sont ressortis avec une expression différentielle
significative entre la bactérie WT et la bactérie AzraR. Parmi eux, I'expression du gene zraP est
63 fois inférieure chez la souche AzraR par rapport a la souche WT. Cela valide notre étude
puisque c’est le seul géne qui était connu comme régulé par ZraR. Les cing autres genes sont
régulés négativement par ZraR : yrdD, fau, cspB, bax et yjjY (Tableau 8 ; Figure 67). Bien que
la différence d’expression du gene yhdW ne soit pas ressortie comme significative, I'activité
de son promoteur semble sous le controle de ZraR donc nous I'avons rajouté aux cibles de
ZraR (Figure 49). Le géne cspB code une protéine de type « cold-shock protein » qui participent
a la réponse aux températures basses. Le gene yhdW code une SBP d’un transporteur ABC
mais nous reviendrons plus en détail sur ce transporteur par la suite. Le géne fau code une
enzyme du type 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase. Ces enzyme sont responsables de la
résistance aux antifolates et I'utilisation de I'acide folinique (Ogwang et al. 2011). Le géne bax
code une « putative glycoside hydrolase » et il est surexprimé lors d’un stress osmotique
(Gunasekera, Csonka, et Paliy 2008; Weber et Jung 2002; Withman et al. 2013). Enfin les genes
yjjY et yrdD codent des protéines de fonction inconnue.
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Le gene yrdD code une protéine possédant un domaine de fixation a ’ADN similaire a
ceux des topoisomérases |. Cette protéine peut se fixer a I’ADN simple brin lorsqu’elle est liée
au zinc (Cheng et al. 2014). 1l a été proposé que YrdD puisse avoir un role dans la réparation
de I’ADN (Cheng et al. 2014; Budke et Kuzminov 2010). Dans cette étude, nous avons montré
que la délétion de yrdD augmentait la sensibilité de E. coli a la loméfloxacine (Figure 41). La
loméfloxacine est un antibiotique de type quinolone qui empéche I'action de la topoisomérase
IV et de I’ADN gyrase lors de la transcription et la réplication. YrdD pourrait étre impliquée
dans la réparation des dommages de I’ADN. De plus, nous avons montré que YrdD pourrait
jouer un role dans la modulation de la topologie de I’ADN (Figure 43). L’analyse de la fixation
de YrdD avec I'ADN en présence de quinolone, de stress oxydant, de stress acide et de
mutageéne pourrait permettre de décrypter le fonctionnement de cette protéine. Le géne yjjY
code une petite protéine de fonction inconnue. La délétion de ce gene provoque également
une sensibilité supérieure a la loméfloxacine. Néanmoins le mécanisme d’action reste a
découvrir.

Le systeme Zra, lui-méme, est impliqué dans la résistance intrinseque a la
loméfloxacine (Rome et al. 2018). Le suivi de la concentration intracellulaire de loméfloxacine
a montré que celle-ci était supérieure chez le mutant AzraR par rapport a la souche sauvage.
La résistance a la loméfloxacine médiée par le systeme Zra est surement liée a la régulation
d’exportateurs de cet antibiotique (Figure 67).

Il est trés surprenant que le systéeme Zra régule négativement des génes impliqués dans
la réponse au stress ou aux antibiotiques comme cspB, yjjY, yrdD ou yhdW. Néanmoins cette
régulation a lieu en milieu riche additionné en zinc. On peut se demander si celle-ci est
différente dans d’autres conditions de culture. Cela laisse supposer que le régulateur ZraR
régule également d’autres genes. En faveur de cette hypotheése, I'étude de ChIP-seq de
Choudhary et al. a identifié seulement un nouveau gene régulé par ZraR, mgtA, alors que leur
étude de RNAseq a mis en évidence la régulation indirecte de génes impliqués notamment
dans le métabolisme et la motilité (Choudhary et al. 2020).

Enfin ZraR est prédit comme étant un activateur transcriptionnel de type «bacterial
Enhancer-Binding Protein » (bEBP). Les bEBPs sont des activateurs de transcription qui
s'assemblent sous forme hexamerique et utilisent I'hydrolyse de I'ATP pour remodeler la
conformation de I'ARN polymérase contenant le facteur sigma alternatif 654 (Bush et Dixon
2012). Parmi les cibles de ZraR, les génes zraP et yhdW ont des promoteurs reconnus par 54
alors que les genes bax et yjjY ont des promoteurs reconnus par 670. Méme si cela peut
paraitre surprenant, il a été montré qu’un autre bEPC, NtrC, présente également une activité
régulatrice faisant intervenir les deux facteurs 054 et 670 (Schumacher et al. 2013). Les bEBPs
et notamment ZraR pourraient donc interagir avec plusieurs facteurs sigma. Afin de vérifier
cette hypothése, I'interaction direct entre le régulateur et ’ADN pourrait étre visualisée par
des expériences de retard sur gel (ou electrophoretic mobility shift assay).
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Figure 67 : Schématisation du fonctionnement du systeme ZraPSR

Le systeme Zra est capable de détecter des signaux extracellulaires de stress symbolisés par un éclair jaune.
En réponse au stress, le senseur Zra$ active le régulateur ZraR par phosphorylation qui joue alors son réle
de facteur de transcription au niveau de différents loci. Il va notamment moduler négativement I'expression
des genes bax, yjjY, yrdD, fau, cspB et positivement I'expression du locus zra. Néanmoins, il pourrait
surement réguler d’autres génes impliqués dans la réponse au stress et en particulier I'export de la
loméfloxacine.
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2 — Le transporteur Yhd, deux architectures pour deux fonctions

Les protéines du transporteur ABC, YhdWXYZ, sont retrouvées chez de nombreuses
entérobactéries notamment celles de la famille des Enterobacteriaceaeee, Pectobacteriaceae
et Yersiniaceae (Figure 46). Cependant, dans certaines souches d'E. coli, le géne yhdW est
présent sous forme de pseudogene. Afin de comprendre la fonction du transporteur Yhd, il a
été étudié chez E. coli et C. rodentium.

2.1 —Chez E. coli, Yhd est impligué dans la résistance aux antimicrobiens

Chez E. coli, le transporteur Yhd avait été identifié comme une cible potentiel du régulateur
ZraR par ChlIP-seq (Table 3, (Rome et al. 2018)). L’activité des promoteurs de yhd a été étudiée
a I'aide fusions transcriptionnelles. Cela a permis de montrer que I'activité des promoteurs du
transporteur Yhd est sous le contréle de ZraR (Figure 49). Sachant que le régulateur ZraR est
impliqué dans la résistance aux antimicrobiens (Rome et al. 2018), I'impact de la délétion du
transporteur sur la résistance aux antibiotiques a été analysé. Ainsi, nous avons montré que
le transporteur Yhd est impliqué dans la résistance au mécillinam et a la loméfloxacine (Figure
53).

Les transporteurs ABC qui sont responsables de la résistance aux antibiotiques sont de type
MDR (pour MultiDrug resistance). Ce sont des exportateurs couplés a des systémes de la
membrane externe qui transportent les antibiotiques a I'extérieur de la cellule. Il est difficile
d’inférer un fonctionnement du transporteur Yhd en se basant sur ces transporteurs car ils
sont trés différents sur le plan de leur séquence protéique.

Méme si le fonctionnement de ce systéme reste inconnu, il y a une accumulation de
loméfloxacine intracellulaire chez le mutant AyhdWXYZ par rapport a la souche sauvage
(Figure 54). Ces résultats suggérent que le systeme YhdWXYZ est impliqué dans I'export de la
loméfloxacine a I'extérieur de la cellule. En revanche ce scénario ne pourrait pas expliquer la
résistance au mécillinam qui est un antibiotique qui cible le peptidoglycane.

2.2 —Chez C. rodentium, Yhd transporte les acides aminés

Chez C. rodentium, le transporteur Yhd contient une SBP fonctionnelle. La protéine a été
purifiée et la liaison de YhdW avec les acides aminés a été analysée par FTSA. Les résultats
montrent que YhdW a une affinité pour 'asparagine et de fagon moins importante pour la
cystéine (Figure 57). L'affinité de YhdW pour les acides aminés est relativement restreinte
contrairement au transporteur Yhd de Rhizobium leguminosarum qui aurait une affinité pour
une large gamme de substrats (Walshaw et Poole 1996).

L’activité des promoteurs du transporteur est en accord en avec les résultats du FTSA. En
effet I'activité est induite en milieu minimum et d’autant plus en présence d’asparagine ou de
cystéine (Figure 61). Les transporteurs sont généralement induits en présence de leur
substrat. Par exemple, le maltose induit, via le régulateur MalT, la production de son
transporteur, MalFGK;-E. (Reimann et Wolfe 2011). En comparaison, chez E. coli, |'activité des
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promoteurs yhd est également induite en milieu minimum de maniére dépendante de 054
(Figure 49 et 50) mais aucune induction par le milieu minimum additionné en asparagine ou
cystéine n’est visible.

Afin d’évaluer si le transporteur est impliqué dans l'import de l'asparagine, la
croissance en milieu minimum a tout d’abord été étudiée chez la souche sauvage et la souche
mutante AyhdWXYZ. La souche AyhdWXYZ ne présente pas de défaut de croissance en milieu
minimum par rapport a la souche sauvage (Figure 58). Néanmoins, cela pourrait s’expliquer
par le fait que la bactérie puisse compenser cette délétion par la synthése endogene de I'acide
aminé. La synthése endogéne de |'asparagine a partir de I’aspartate peut étre réalisée par
deux enzymes codées par les génes asnA et asnB chez E. coli. Chez C. rodentium, un orthologue
de chacune de ces deux enzymes a été retrouvé. Lorsque ces deux génes sont mutés, la souche
est auxotrophe a l'asparagine (Figure 59A). Des tests de croissance en milieu minimum
additionné en asparagine ont été réalisés pour comparer la croissance du double mutant
AasnAasnB avec celle du triple mutant AasnAasnByhdWXYZ. En présence d’asparagine,
aucune différence n’a été identifiée entre ces deux mutants. Cela semble montrer que
YhdWXYZ n’est pas responsable de I'import d’asparagine ou que la délétion est compensée
par le fonctionnement d’un autre transporteur (Figure 59B). Chez E. coli, le transporteur AnsP
est le transporteur de 'asparagine. Aucun orthologue de ce systéme n’a été retrouvé chez C.
rodentium mais elle pourrait posséder un autre transporteur de I'asparagine.

Le systéme pourrait étre activé dans des conditions particuliere, ce qui expliquerait
gue nous ne voyons pas d’effet de sa délétion. Il pourrait également étre impliqué dans le
transport d’autre métabolites. Le contenu intracellulaire de métabolites notamment d’acides
aminés de la souche sauvage et de la souche mutante AyhdWXYZ pourrait étre analysé par
HPLC.

2.3 —Yhd est impligué dans la virulence de Citrobacter rodentium

Nous avons évalué I'implication de ce transporteur dans la pathogénie de C. rodentium.
Pour cela, le poids des souris et la charge bactérienne dans les féces ont été suivis au cours de
I'infection. Lorsque les souris ont été sacrifiées, I'état de leur colon a été observé. Une
premiere expérience nous a permis de montrer que YhdW était impliqué dans la pathogénie
(Figure 63). En effet, la délétion de yhdW diminuait le symptome d’hyperplasie des cryptes du
colon. Cette expérience a été répétée avec un nombre supérieur d’individus et I’état du colon
a été analysé au jour 7 et au jour 11-14. Cette seconde expérience montre que la quantité des
mutants AyhdWXYZ et AyhdW dans les feces était inférieure a celle de la souche sauvage
(Figure 64). De plus, I'hyperplasie des cryptes du colon était significativement inférieure chez
les souris infectées par les deux mutants que chez les souris infectées par la souche sauvage.
Il a également été noté que la déplétion en cellules caliciformes et les dégats sur I’épithélium
semblaient plus faibles chez les mutants que chez la souche sauvage (Figure 65). Pour
guantifier de maniére plus précise ces phénomenes, un score de pathogénie sera mis en place
avec 'aide du docteur Thierry Marchal. Les scores de pathogénie sont couramment utilisés
afin d’évaluer la pathogénie de C. rodentium. lls peuvent varier un peu en fonction des études
mais globalement, ils évaluent I'hyperplasie, I'intégrité de I'épithélium, la présence d’cedeme,
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la présence de cellules immunitaires et la déplétion en cellules a mucus (Bouladoux, Harrison,
et Belkaid 2017; Buschor et al. 2017).

Deux hypothéses pourraient expliquer I'implication de ce systeme dans la virulence de
Citrobacter rodentium. La premiére est que le systeme Yhd importe des molécules essentielles
a la survie de la bactérie au sein de son héte comme I'asparagine. La seconde est que YhdW
interagirait avec des protéines de I’h6te et pourrait moduler la virulence de cette bactérie.

Une étude de Tian et al. a abouti aux mémes hypotheses. En effet, Tian et al. ont étudié la SBP
YhdW chez Brucella abortus. Cette bactérie possede deux genes yhdW (ou aap)) nommés
aapJ1 et aap)2 codant des SBP. aapJ1 est le premier gene de I'opéron aapJQMP alors que
aapJ2 se trouve excentré dans le chromosome. lls ont montré que AapJ2 est impliqué dans la
virulence aux stades précoces de 'infection de B. abortus chez la souris et est nécessaire a la
survie dans les macrophages. Le mutant AaapJ2 ne présentait pas de différence au niveau de
son LPS ni de sensibilité supérieure aux peptides antimicrobiens, au stress oxydatif ou au pH
acide. Les auteurs n’ont pas élucidé le mécanisme de fonctionnement mais proposent que
AaplJ2 pourrait soit étre impliqué dans le transport d’acides aminés soit moduler la réponse
immunitaire.

Concernant l'interaction de YhdW avec des protéines de I'hGte, cette hypothése est soutenue
par la publication de Bose et al. En effet, ils ont étudié les interactions in silico entre les
protéines des E. coli pathogéne et de Shigella avec celles de 'Homme et ils ont identifié 17
interactions entre la protéine YhdW et des protéines de I’'Homme (Bose, Venkatesh, et Mande
2017b; 2019). Néanmoins cela reste des prédictions, il est nécessaire de vérifier ces
interactions d’un point de vue biologique.

Enfin nous nous sommes demandé si le transporteur pouvait également avoir un effet sur la
virulence d’un phytopathogéne. Donc nous avons étudié I'effet de la délétion de yhdWXYZ sur
la virulence de Dickeya dadantii. D. dadantii est un phytopathogéne impliqué dans la
pourriture molle notamment grace a la sécrétion d’enzymes pectinolytiques (Van Gijsegem et
al. 2021). La quantification de la macération de I'endive par la souche WT ou le mutant
AyhdWXYZ. montre que le transporteur Yhd n’est pas impliqué dans la pathogénie de D.
dadantii sur I'endive (Figure 66). Ce n’est pas étonnant car on sait que les mécanismes de
virulence entre les pathogenes animaux et végétaux ont trés peu de points communs
(Warriner et Namvar 2010; Crous et al. 2007).
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Figure 68 : Hypothéses du fonctionnement du transporteur Yhd chez E. coli et C. rodentium

Chez E. coli, le transporteur Yhd pourrait étre impliqué dans I’export de la loméfloxacine. A contrario, chez
C. rodentium, le transporteur serait impliqué dans I'import d’acides aminés. Le transporteur est important
pour la virulence chez la souris. Cela pourrait étre di fait que d’une part, le transporteur importerait des
métabolites essentiels a la survie au sein de I’h6te (1) ou que d’autre part, YhdW interagirait avec des
protéines de I’h6te et pourrait moduler la virulence de cette bactérie (2).
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During their lifecycle, bacteria are exposed to continous changes in their environment, some of wich |1 ZraPSR are involved in anfibiotic and environmental stresses resistance |
are stressful and can damage the cell envelope. To deal with this problem, bacteria have evolved .

systems collectively called « Envelope Stress Response » or ESR, dedicated to the detection and
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repair of damaged components. E s . o
The E.coli ZraPSR system is composed of a two component system ZraSR that comprises a AzraR and AzraP mutants are S S S
membrane associated sensor kinase ZraS, a cytoplasmic response regulator ZraR and a periplasmic sensitive to several antibictics Benzethonium chloride .
protein ZraP (Fig 1). The expression of zraF and zraSR is induced by Zn2+ through the zraSR Methyl viclogen el
phosphorelay, although it is not involved in zinc resistance in E.coli (Petit-harlein et al, 2015). AzraR and AzraP mutants are -
Interestingly, we previously showed that ZraP displays chaperone properties and is a repressor of the sensitive to acid sfress and osmotic CCCP
expression of the ZraP-3R system (Pefit-hartlein ef al, 2015). Moreover, the deletion of zraP in stress. Polymyxin B |
S.typhimurium impaired its resistance to polymyxin B, a cationic antimicrobial peptide (Appia-ayme et ZraP is not the only effector of | .
al, 2012) suggesting that it may be involved in biocide resistance mechanisms. the pathway Mecillinam. ... e s
Here, we have investigated the function of ZraP-SR in antimicrobial resistance and characterized the L Ampicillin ! —
regulon of ZraR in E.coli. We show that ZraP and ZraSR are important fo maintain membrane integrity The ZraPSR system confers | Cephalothin -
in the presence of biocides targeting the envelope, suggesting that Zra is a novel ESR. intrinsic resistance to several |
We finally demonstrate, using Chlp-Seq, that ZraR controls a regulon of genes drugs and environmental stresses Az
of diverse functions that may be critical to maintain envelope integrity and Introduction Puromycin N:...
cell survival under stressful conditions. Ny Py
Tetracyzline B iy
Antimicrabial Lomefloxacin .
3. ZraR orchestrates a complex cellular network - — — T
Rifampicine - .
Antimicrobial Gentamicin v —

chiP-seq — 39 ZraR binding locations

were identified resistance Fig 2 : Relative survival rate of the AzraP or AzraR mutants,
Mistolded compared to the wild

‘type strain.
f Periplasm 5 4ive ‘<,’ _,_rap\ I::E"j *p =005 ™ p<00f; ™ p< 000 ™ p < 0.00M, Student's t fest
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Fig 1 : ZraP SR signaling pathway Tab 1 : Sensitivity of the zraP and zraR mutants to envi
Survival ratio of the mutant (AzraP or AzraR) were calculated as the ratio of

survival percentages (WT/mutant).
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2. ZraPSR are important for membrane integrity in the presence of membrane
targeting biocides

Fig 4 : The ZraR regulon.
Genes regulated by ZraR wers A-Control
grouped into categories. accor

ding to their cellular function.

The fold change, the ratio of

gene expression of strain WT

fo strain AzraR, is indicated for

WT AzraR AzraP
, each gene. WT feraft gera
oo "
heat detoaiication i
Cabormtion with N "::"-‘-'C
- . i ' e =3
ZraR activates the expression of 20 genes e &
and represses the expression of 2 genes
/ N,
ZraR acts on different essential cellular * | § :

functions: metabolism, mohility, basic cell

=,
CpxR cycle functions, stress response and an e o )
BTV + unknown function. Gresn colomtion Feed coloration
237U Unaitersts mambrans  Altarsts membrane
Zra system has a multifactorial action

Fig 3 : Visualization of membrane default of the zraF, zraR mutants and WT strain in the presence of
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Fig 5 : Common response

mechanisms between ZraR In the presence of drugs that target the envelope (polymyxin B and benzetholium

and the other ESRs. Although these systems have a common role chloride), the Azra mutants displayed significantly more red-labelled cells than WT,
Reguon comparison of the ZraR, CpxR. PspF and of was N responding to stress, they do not regulate showing that their membrane integrity was more affected .

performed by compiling our gRT-FCR results and tanseriptomic  the same targets. Their multiplicity in the ) ) ) o )

data published by 5. Bury-Mané. et al. Cammon TUs between ZraR. bacteria can be explained by their essential In the presence of tetracycline, which targets translation, no significant differences

and at least an other regulator are displayed in blue for induced TUs

i were obtained between the Azra mutants and the WT strain.
o in redl for rep Toe. and complementary actions.
This highlights the importance of the Zra system for envelope maintenance.

Conclusion

We show that the deletion of zra confers susceptibility to biocides targeting different cellular mechanisms: protein synthesis (tetracycline, puromycin), DNA synthesis
(lomefloxacin) or structures of the bacterial envelope {(benzethonium chloride, domiphen bromide, polymyxin B, ampicillin, mecillinam, amexicillin). In addition, The Live-Dead microscopy
experiments reveal that in the presence of antimicrobials (polymyxin B, benzethonium chloride) that cause a defect in membrane integrity, the AzraR and AzraP mutants have a more
pronounced loss of membrane integrity than the WT strain.

To understand how this system act in stress response, the ZraR regulon was studied. The analysis of the regulon shows that the majority of ZraR-activated genes encode siress response
proteins (chaperones, detoxification enzymes, stress response regulators, transporters). In addition to these elements, we note that ZraR activates the expression of important enzymes for the
implementation of LPS (RafD). All these observations could explain the observed suscepfibility phenotypes of Azra mutants to some antimicrobials targeting the envelope. The activafion of
repair and envelope synthesis genes by £raR could contribute to recover cell equilibrium in the presence of stress.

In conclusion, we have shown that ZraPSR helps maintaining envelop integrity. Some of the Zra features are common with other ESR systems; it allows us to propose that the Zra systemis a
novel ESR conserved among Proteobacteria.
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L'enveloppe bactérienne, structure |la plus externe, est essentielle a l'intégrité cellulaire. Des systémes
de Réponse au Stress de 'Enveloppe ou ESR sont spécialisés dans la détection des dommages et leur
réparation. Récemment nous avons découvert que le systéme a deux-composants Zra est un nouvel

E 1. ZraPSR est impliqué dans la résistance aux antimicrobiens chez C. rodentium |

ESR essentiel a I'antibiorésistance (Rome K et al 2018). Beaucoup d'antibiotiques, qu'ils ciblent ou non Des mutations dans zraP ou zraSR
la paroi cellulaire, générent un stress de I'enveloppe. La stratégie que nous développons est d'affaiblir affectent la survie des bactéries B Pourcentage de surie de Crodentium W,
les souches pathogénes en affectant leur capacité a réparer les enveloppes endommagées. Le but du en présence d'antimicrobiens AzraR et AzraP en présence de polymyxine B
projet est de décrypter la voie de signalisation des composants ZraP-ZraSR, en utilisant des approches ciblant I'enveloppe : » 0.7ug/mt
combinées, afin de valider le systéme Zra comme un nouvel élément, crucial pour la croissance, la - Polymyxine B
virulence et la résistance aux antibiotiques des bactéries. Cela permettra d'établir les bases pour la -Chlorure de benzethonium .
conception d'inhibiteurs. A "
Dans ce contexte, nos résultats récents montrent que le systéme a deux composants atypique appelé >
Zra pour « zinc resistance associated » est un nouvel ESR qui fait le lien entre la susceptibilité aux ‘ Wy § . it *
o et = Uil v fe & ncerthi s :
antibiotiques, la réparation et le maintien de I'enveloppe bactérienne via la détection du zinc. Ce lien AzraR g s
doit &tre établi de fagon claire. Nos résultats suggérent que des dommages de |'enveloppe provoquent
un afflux de zinc dans le périplasme de telle sorte que le zinc est le signal vrai qui active le systeme de LB + WT -
réponse au stress Zra. Les métaux de transition et en particulier le Zn sont de plus en plus reconnus Chlorure de i
comme jouant des roles majeurs & linterface bactérie/hdte. La séquestration ou la concentration du Zn benzéthonium | AzraR
sont des mécanismes importants de limmunité innée. Ce projet devrait fournir un des premiers .
exemples sur la fagon dont les bactéries utilisent la signalisation par le Zn pour échapper aux défenses :.’;"“ 1Ecok
de I'hote et devrait étendre nos connaissances sur les interactions bactéries/hote et sur la
virulence bactérienne. Dans le présent projet les connaissances acquises sur E. coli (o L et sttt diingis pspriiy
sont étendues au modéle de pathogéne murin, Citrobacter rodentium. ntroduction . compared to the wild type strain.
Résistance * p £ 0.05, Student's t test

antimicrobien

2. Le zinc est le signal de stress — ZraP est un répresseur de ZraPSR
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Conclusion Le systéme ZraP-SR est un nouvel ESR (Evelope Stress response) découvert chez E. coli. |l participe au maintien de 'intégrité membranaire par des mécanismes restant a
découvrir. Ici nous avons transposé 'étude de ce systéme chez la bactérie C. rodentium. Ce pathogéne, murin uniquement, reproduit le processus infectieux des E. coli
pathogénes pour 'homme (EHEC, EPEC). Ce modéle nous permet donc d'évaluer le role de zra dans la virulence des bactéries a Gram négatif.

Mous montrons que zra est important pour la résistance intrinséque de C. rodentium a certains antimicrobiens, en particulier ceux ciblant I'envelope bactérienne, confirmant le role 'ESR chez
C. rodentium. Comme E. coli, zra répond a la presence de Zn dans le milieu de culture, confirmant que ce métal est le signal de stress pergu in vivo. En effet, la délétion de zra n'entraine pas
de sensibilité accrue au Zn. Enfin, nous avons mis au peint un protocole d'infection des souris par C. rodentium. Le suivi du nombre de bactéries post-infection montre qu'il est possible de faire
une numeration directe des bactéries dans les fecés. De fagon intéressante, I'observation microscopigue de la mugueuse des colons atteste d'une augmentation de son épaisseur quand la
souche sauvage a été inoculée. Cette observation est donc un bon critére d'évaluation du pouvoir pathogéne de la bactérie. Ces experiences préliminaires vont nous permettre d'évaluer le
pouvoir pathogéne des mutants zra, ainsi que de certains genes régulés par ZraR.
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INTRODUCTION

The ATP-binding cassette (ABC) transporters play a role in many processes in cells, from prokaryotes to humans. Bacteria commonly

employ ABC transporters for substrate exchange with the environment. They can bind a wide variety of ligands, including cations, amino —m
acids and polypeptides. Although ABC transporters are well annotated in bacterial genomes, their substrate specificity remains difficult to

Substrate binding
predict (1). prosein (S8P)

Among them, the system Yhd is predicted to be a putative polar amino acid transporter (1). It is composed of four components: a é Taramembrane
periplasmic substrate binding protein (SBP), YhdW; two transmembrane proteins YhdXY, and a cytoplasmic ATPase, YhdZ (Fig. 1). This ABC “

transporter has never been investigated. However recently it has been identified in the regulon of a two-component system (TCS), T e
ZraPSR. This system is an ESR pathway (Envelope Stress Response), activated by a variety of stresses including antimicrobial agents that in

turn activates the transcription of more than 20 genes that contribute to the repair of challenged cells (2). o Pl A
In the present work we investigated the conservation of the YhdW-Z transporter, its regulation and its role in two enterobacteria E.coli
and C.rodentium, a mouse pathogen in order to depict its function. Eigmve LoV WK 2L P
RESULTS
/ +* CONSERVATION OF YhdWXYZ éé,« } / ++ STRESS RESPONSE ZraPSR contributes to the adaptation of bacteria to \
EEE

antibiotic stresses (2).

Is YhdWXYZ involved in antibiotic response?
Figure 2 : Phylogeny of the ATPase,
YhdZ, in enterchacteriacea

The tree was constructed with PhyML (LG)
using a protein alignment  of 23
sequences. The tree was rooted using
sequences of an other related ATPase, GItL
as outgroup. Next to each bacterium, the
presence or absence of the transporter's
proteins is symbolized by a filled (M) or
empty square ).
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Figure 3 : Expression of yhdW in E.coli and C.rodentium strains
under the control of Zrask Figure 4 : Survival in the of dil
The expression of yhaW was measured using lux fusions. The bacteria were antibiotics for E.coli WT and AyhdWXYZ strains.
growm in rich medium, L8, supplemented or not with zinc (2n), S00pM. The Statistical analysas [wilcoxon test) were carried out (*, p<0.05). N =4
values represent the maximum of fluorescence over O.0. 600 nm recorded at . . L
37 °C. Statistical analyses (Mann-whitney test] were carried out with (a)  Deletion of yhdW-Z induced a greater sensitivity to the

denotes p<0.05.N=4 antibiotics, pelymyxin B, mecillinam and lomefloxacin.

YhdWXYZ transporter are orthologs in C.rodentium and E. coli but in

E.coli, yhdW is a pseudogene and the SBP is not present. In E.coli yhdWXYZ is upregulated by the TCS In E. coli, YhdWXYZ is one of the mediators of ZraPSR
\ / \ ZraPSR, but not in C.rodentium. response to antibiotics.
/ < AMINO ACID IMPORTER \ /Q' IMPORTANCE IN THE HOST-PATHOGEN \

YhdW-Z is predicted to be a polar amino acid transporter. Is RELATIONSHIP

YhdWXYZ implicated in amino acid transport? mLE ME3Y Asn I ME3Y Met Recent discoveries revealed that some amino acids, such as
Ma3Y W M33Y Cys - . .
Using a thermal shift assay (TSA), the ligand specificity of the SBP, arginine, asparagine and tryptophan, are key elements in the
YhdW. was screened. Ecoli C.rodentium competition between the host and the pathogen (3).
6000 20000 By transporting asparagine, is Yhd involved in the infection

capacity of C.rodentium ?

"~ Figure 6 : Histological
| analysis of infected mice
15 days after infection.

Groups of four mice were
weated with PBS (A},
Crodentium WT (B] or
Crodentium  Ayhdw  (C).
Results were quantified by
mesuring 10 well-oriented
colonic crypts per sample (D)
Statistical analyses (wilcoeon
test) were camied out [*,
pe005; Y, pooL ;v
pe0.001 and **** , p<0.0001)

15000
o 4000 g
2 < 10000
£ £
3 2000 3
i 5000
[ n.

WT W3110 PyhdW::lux WT RCI2 PyhdW::lux

Figure 3 : Induction profile of yhdW in E.coli and Crodentium
strains in the presence of amino acids
Figure 5 : Fluorescence thermal shift assay to determine the YhdW The bacteria were grown in, LB; minimal medium with ghycerol 0.2% (MBE3Y);
binding substrate. or not with ine 2mhA [Asn]; 2mA cysteine (Cys), or
(4) The Tsa principle When the tempersture increases, the protein unfolds and these ~ Methionine 2mM (Met],. The values represent the maximum of fluorescence
hydrophobic regions are exposed, the dye can bind to them, resulting in an increase jn OVer O.D. 600 nm recorded at 37 °C. Statistical analyses (Mann-whitney test)
fuorescence. A significant differance in melting temperaturs (Tm) denctes an inoreased  Were camied out with: * denotes p<0,05 and # denotes p<0,05 compared to
thermal stability and substrate binding. {B) Purified YhdW-EHIS (2.5 was incubsted M6V condition. N=4
with 0.25mh; 0.5mM or 0.75mM of amino acids. 20 amino acids wre tested, only
igni results are Tm wera i based on e of the
indicator dye SyPro Orange. Dashed line indicates the 2 °C cut off for positivity: (n = 3.

In C.rodentium, YhdWXYZ is upregulated in minimal
medium and even more in the presence of An infection of C.rodentium results in colonic crypt hyperplasia.

The thermal stability of the protein increases proportionally asparagine but not in E.coll. The deletion of yhdW decreases significantly this effect compared

\ with the concentration of asparagine to infection with a WT strain. ]

YhdW binds asparagine / \ YhdWXYZ transporter contributes to pathogenicity. _/

CONCLUSION

The ABC transporter, YhdWXYZ, is conserved in some enterobacteria including C.rodentium and E.coli but its function remains unknown. In E.coli, the operon yhdWXYZ is
regulated by a two component system (TCS), ZraPSR. This TCS by regulating genes expression contributes to the adaptation of bacteria to many stresses (2). Interestingly,
deletion of yhdW-Z induced a greater sensitivity to the antibiotics, polymyxin B, mecillinam and lomefloxacin. In E. coli, YhdWXYZ is thus the one of the mediators of ZraPSR
response to antibiotics. Its mechanism of action remains to be elucidated.

On the opposite, in the mouse pathogen, C.rodentium, the expression of the yhdW-Z operon was induced in minimal medium as compared to rich medium. This may
suggest that it is involved in the metabolism. Using a thermal shift assay (TSA) we show that the SBP binds asparagine (Asn). Moreover, the expression of yhdW-Z was
induced by Asn. This strongly suggests that YhdW-Z is an Ans importer. The deletion of yhdWXYZ in C.rodentium reduced the pathogeny of the strain on mice. This suggests
that YhdW-Z is crucial during interaction with the host.

The YhdW-Z proteins are well conserved among enterobacteria. However in some E. coli strains, yhdW is present as a pseudogene. This clearly indicates that yhdWxyz
operon has evolved divergently allowing the acquisition of a different function and a very different regulation between E.coli and C.rodentium.

(1) Moussatova A, et al. 2008. BBA Biomembranes. (2) Rome K, Borde C, et al. 2018. J Mol Biol. (3) Ren W, et al. 2018. Front. Immunol.
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During their lifecycle, bacteria are exposed to continuous changes in their environment, some of which

Il. ZraP5R are involved in antibiotic and environmental stresses resistance |
are stressful and can damage the cell envelope. To deal with this problem, bacteria have evolved

systems collectively called « Envelope Stress Response » or ESR, dedicated to the detection and ratio [WT/8)
repair of damaged components. AzraR and AzraP mutants are E 5 o . P
The E.coli ZraPSR system is composed of a two component system ZraSR that comprises a sensitive to several antibiotics —
membrane associated sensor kinase ZraS, a cytoplasmic response regulator ZraR and a periplasmic Benzethanium chioride L
protein ZraP (Fig 1). The expression of zraP and zraSR is induced by Zn?* through the zraSR AzraR and AzraF mutants are Methyl viclogen poel)
phosphorelay, although it is not involved in zinc resistance in E.coli (Petit-Hartlein et al, 2015). sensitive to acid stress and coch .
Interestingly, we previously showed that ZraP displays chaperone properties and is a repressor of the osmotic stress.
expression of the ZraP-SR system (Petit-Hértlein ef af, 2015). Moreover, the deletion of zraP in ZraP is not the only effector of | Polymyxin B iy
S.typhimurium impaired its resistance to polymyxin B, a cationic antimicrobial peptide (Appia-Ayme et the pathway Mecilinam .
al, 2012) suggesting that it may be involved in biocide resistance. -
Here, we have investigated the function of ZraP-SR in antimicrobial resistance and characterized the The Z_mPSR‘ system confers  Ampicilin —_—
regulon of ZraR in E_coli. We show that ZraP and ZraSR are important to maintain membrane integrity intrinsic resistance to several Cephalothin -

in the presence of biocides targeting the envelope, suggesting that Zra is a novel ESR. drugs and  environmental 22 ,

We demonstrate, using Chlp-Seq, that ZraR controls a regulon of genes of diverse alresaes i

functions that may be critical to maintain envelope integrity and cell survival under SFESESSTRFFSS Puromycin F..
stressful conditions. The function of some of these genes was investigated.

Tetracycline ___ gy
e Lomefloxacin "
Antimicrobial
stress Rifampicine I —
3. ZraR orchestrates a complex cellular network | Gent o
entamicin et

ZraR : : L bbébbs Antimicrobial
ra ist Flg 2 : Relative survival rate of the AzraP or AzraR mutants,
resistance compared to the wild type strain.

*ps0.0% " ps00; * ps0.00; " ps 0.0001, Student’s { lest

Motlity Unkenown funcsion

[ 7.58] vl 324

regulon Wisfakded

’
s ZIraP proteln
N

WETRT—— Condition Stress Survival Ratio Survival Ratic
1 (WT/azraF) | [WT/azraR)
Malic acid pH 8,97 ¥+ 8,20 ****
Active Bile salts | Membrane 242" 1,01
ZraR Indole Membrane 1,44 146
H,0, Oxidative 1,05 1,21
Nacl Osmotic 1,60* 1,78 *

Tab 1 : Sensitivity of the zraP and zraR mutants to environmental stresses.
Sarvival ratio of the mutant (AzeP or AzraR) were calculated as the ratio of
survival percentages (WT/mutant).

Fig 4 : The ZraR regulon identified using ChiP-5eq and RT-gPCR
Genes reguiated by ZraR were groupsd into categories according to their callutar function. The fold
change, the ratio of gene expression of strain WT to strain AzraR, is indicated for each gene.

ZraR activates the expression of 20 genes and represses the expression of 2 genes

1, ALonwol
ZraR acts on different essential cellular functions: metabolism, mobility, basic cell . f L .
cycle functions, stress response and an unknown function. @ I I I
e H-Snnrathanium
4. Effectors that contribute to cell adaptation via ZraSR ] sy i
To investigate the molecular mechanisms underlying the capacity of the zro system to : ole I .
protect cells against biocides, the involvement of some zraR-regulated genes was tested. = 3 i :a..,:........
oration will i ‘3
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1";"'=¥=""¢"“;°'“F'L“"melnncln Macillimam Ampicilin - Polymyin B 0 Fig 3 : Visualization of membrane default of the zraP, zraR mutants and WT strain in the presence of antiblotics.
faGugimly  (Swgiml) @2pgiml) sugimly (10ugimL}  (8.7SpgimL) WT  AyrdD Fluorescence micrascopy of cells stained with Sytod and propidium iodide after exposure to drugs. More than 600 cells were counted.
Fepresentative fields are shown. Right panebs (A-8-C-Dj: %=number of red cells/ total number of cells.
ﬂsﬁ;:“;iﬁ“xmi::ﬁ;‘;‘Z':’u\;"r:g':r";”'::;d R—— In the presence of drugs that target the envelope (polymyxin B and benzetholium chloride) or
. pD.08). M = 4, Mann Whitney test). ekl ot 2 its synthesis (mecillinam), the Azra mutants displayed significantly more red-labelled cells than
WT, showing that their membrane integrity was more affected .
In the presence of tetracycline, which targets translation, no significant differences were
The yhdW-Z ABC-transporter and the yrdD topoisomerase contribute obtained tp,emeen the Azra r|>1ru|ants and the U’?"I' strain 9
to antimicrobial resistance '
This highlights the importance of the Zra system for envelope maintenance.
Conclusion

We show that the deletion of zra confers susceptibility to biocides targeting different cellular mechanisms: protein synthesis (tetracycline, puromycin), DNA synthesis
(lomefloxacin) or structures of the bacterial envelope (benzethonium chloride, domiphen bromide, polymyxin B, ampicillin, mecillinam, amoxicillin). In addition, The Live-Dead microscopy
experiments revealed that in the presence of antimicrobials (polymyxin B, benzethonium chlorde, mecillinam) that cause a defect in membrane integrity, the AzraR and AzraP mutants have a
more pronaincad lnss of mambrane integrity than the WT steain

To understand how this system acts in stress response. the ZraR regulon was identified. The analysis of the regulon shows that the majerity of ZraR-activated genes encode siress response

proteins (chaperones, detoxification enzymes, stress response regulators, transporters). In addition to these elements, we note that ZraR activates the expression of important enzymes for the
implementation of LPS (RafD). All these observations could explain the observed susceptibility phenotypes of Azra mutants to some antimicrobials targeting the envelope. The activation of
repair and envelope synthesis genes by ZraR could contribute to recover cell equilibrium in the presence of stress. We also show that other factors, not directly related to envelope maintenance
are important for cell survival when cells are exposed to biocides. Indeed, we confirm that an ABC-transporter (yhdW-Z) and a topoisomerase (yrdD), regulated by zraR, play a crucial role
toward cell resistance to some antibiotics. This highlights the role of zra as a master regulator of stress response. As the only known inducer of the expression of zra is Zn, we postulate that Zn
is the stress signal perceived by bacteria when their membrane integrity is impaired. (Rome K et af; 2018)
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