N
N

N

HAL

open science

Explorations ciblées des systemes de régulation a deux
composants Agt, Roc et Cus de Pseudomonas aeruginosa

Victor Simon

» To cite this version:

Victor Simon. Explorations ciblées des systemes de régulation a deux composants Agt, Roc et Cus
de Pseudomonas aeruginosa. Virologie. Université Grenoble Alpes [2020-..], 2023. Frangais. NNT:

2023GRALVO77 . tel-04842243

HAL Id: tel-04842243
https://theses.hal.science/tel-04842243v1
Submitted on 17 Dec 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04842243v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

UCA

Université

Pour obtenir le grade de Grenoble Alpes

DOCTEUR DE L’'UNIVERSITE GRENOBLE ALPES

Ecole doctorale : CSV- Chimie et Sciences du Vivant

Spécialité : Virologie - Microbiologie - Immunologie

Unité de recherche : Institut de Biologie Structurale

Explorations ciblées des systémes de régulation a deux composants
Agt, Roc et Cus de Pseudomonas aeruginosa

Targeted explorations of the two-component regulatory systems Agt,
Roc et Cus of Pseudomonas aeruginosa

Présentée par :
Victor SIMON

Direction de these :

Sylvie ELSEN Directrice de thése
CHARGE DE RECHERCHE, Université Grenoble Alpes

Rapporteurs :

Erwan GUEGUEN

MAITRE DE CONFERENCES HDR, Université Lyon 1- Claude Bernard
Sophie BLEVES

PROFESSEURE DES UNIVERSITES, Aix-Marseille Université

Thése soutenue publiguement le 18 octobre 2023, devant le jury composé de :

Sylvie ELSEN Directrice de thése
CHARGEE DE RECHERCHE HDR, CNRS délégation Alpes

Hans GEISELMANN Président
PROFESSEUR DES UNIVERSITES, Université Grenoble Alpes

William NASSER Examinateur
DIRECTEUR DE RECHERCHE, CNRS délégation Rhéne Auvergne

Sophie ABBY Examinatrice
CHARGEE DE RECHERCHE, CNRS délégation Alpes

Erwan GUEGUEN Rapporteur
MAITRE DE CONFERENCES HDR, Université Lyon 1- Claude

Bernard

Sophie BLEVES Rapporteure

PROFESSEURE DES UNIVERSITES, Aix-Marseille Université




REMERCIEMENTS

Tout d’abord, je tiens a remercier les membres de mon jury, a commencer par les rapporteurs
de ma these, Sophie Bleves et Erwan Gueguen, et les examinateurs, Sophie Abby, William Nasser
et Hans Geiselmann. Je vous suis reconnaissant d’avoir pris le temps d’évaluer mon travail.

De plus, jaimerais remercier les membres de mon comité de suivi individuel, Agnés Ro-
drigue, Christophe Bordi et Thomas Hindré qui m’ont accompagné et conseillé tout au long de

mon doctorat.

Je souhaite remercier I’Ecole Doctorale de Chimie et des Sciences de la Vie de I'Université

Grenoble Alpes pour le financement de ma these.

Merci Sylvie pour toute I’énergie que tu as insufflé dans mon encadrement depuis mon stage
de M2. Malgré les épreuves qu'on a pu traverser, tu ne m’as jamais laissé tomber et ta déter-
mination a toujours suscité mon admiration. A tes cOtés, jai énormément appris sur Pseudo,
sur la régulation et sur le reste! Avec nos deux caractéres assez différents, on s’est apprivoisé,
formant le binéme « régulation », au dialecte unique et cherchant I'or dans nos tubes de f3-gal.

Merci pour tout cela.

Jaimerais remercier Ina de m’avoir accueilli dans son équipe. Ton engouement pour la
science restera une source d’inspiration pour moi. Je te suis aussi reconnaissant pour ta bien-

veillance et ta confiance qui m’ont été d’'un grand soutien.

Merci a tous les membres de PBRC pour cette épopée humaine et scientifique. Les nombreux
échanges que j’ai pu avoir avec vous me marquerent souvent. Je garde en mémoire beaucoup
de moments de solidarité et de convivialité qui ont rendu ces 3 années si particulieres. Je
remercie les personnes qui m’ont accompagné lors de mes premiers pas en laboratoire, durant
mes différents stages au cours de ma formation et aupres de qui j’ai découvert la recherche :

Jonathan, Hugues, Joél et Pauline.

Jaimerais remercier Joél et Francois pour votre soutien lorsque j'explorais 'enseignement

et que je m’essayais a cette science singuliére qu’est la pédagogie.

Merci a Julian de m’avoir montré la voie en initiant ce projet de these et de m’avoir conti-

nuellement guidé dans mes explorations bio-informatiques.



Merci a Manon pour toutes les discussions que nous avons partagées, pour ton soutien moral
et pour ton dynamisme entrainant.

Je suis reconnaissant envers tous mes camarades de these dont j’ai eu la chance de croiser la
route. L'esprit d’entraide et de bienveillance qui nous a réuni a été d’'une grande aide au cours
de cette épreuve. Merci en particulier a Adele, Clara, Pat et Serena pour tous les moments de
détente stratégique.

Un merci tout spécial a ma famille, mon frere, mes ami.e.s et Suzanne pour leur soutien

inconditionnel et leur compréhension pendant cette période exigeante.

ii



TABLE DES MATIERES

Table des figures . . . . . . . .. e viii
Table destableaux . . . . . . . . .. e ix
Liste des abréviations . . . . . . . . . i e e e Xi
Introduction 1
Chapitre 1 Pseudomonas aeruginosa 1
1.1 Uneespécediversifiée . ... ... ... .. .. . .. e 3
1.1.1 Les génomes coeUr €t aCCESSOITE . . « . v v v v v v v v e i e et e e e e e 3

1.1.2 Lesdifférenteslignées. . . . . ... ... ... . ... ... . 4

1.1.3 Les mécanismes moléculaires de cette diversité . ... ............ 6

1.2 Unpathogeneversatile . . . . . .. ... ...t 8
1.2.1 Mode de vie : Planctonique ou Sessile . . . . ... ............... 9

1.2.2 Pathologies et infections chroniques . . . ... ................. 11

1.2.3 Résistance aux antimicrobiens . . . . . ... ... L oL L Lo 11
Chapitre 2 Le réseau de régulation génétique de P aeruginosa 15
2.1 Unréseauélaboré . . . . . .. .. . ... 17
2.1.1 Les facteurs de transcription . . . . . . . . .. vt it i 17

2.1.2 Les principaux autres aCteUrsS . . . . . v v v v v v v v v vt e e e e 19

2.1.3 Unréseauplastique . . ... ... ...ttt 21

2.2 Régulationdelavirulence . . . ... ... ... .. .. .. 21
2.21 Lequorum Sensing . . . . . . . . v v v vt ittt e e e e 21

2.2.2 Les messagers secondaires nucléotidiques . .................. 23

2.2.3 Lesysteme Gac/RSIM . . . . .. v ittt ittt e 24

TABLE DES MATIERES

iii



iv

Chapitre 3 Les systemes de régulation a deux composants de P aeruginosa

3.1 Bases moléculaires des TCSS . . . . . . v i i i i i i e e e e e e

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14

Diversité des HKS . . . . . . . . . . o o o i i
Diversitt des RRS . . . . . . . o v i it i
Le transfert de phosphate . . ... ... ... ... ... .. ... .. ... ..

Evolution des TCSS . . . . . o v v i i i i e e e e e e e e e e e e

3.2 Leréseau des TCSsde P @eruginosa . . . . . . .. ..uuuuuunenennennn

3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24

Leréseau Gac/RsmetHptB . .. ... ... ... .. ... ...........
Régulationdescup . . . . . . .. i
La résistance auX MEtaAUX . « .« v v v v v v v v e e e e e e e e e e e

Lesnouveaux défis . . . . . . . . . o i i i

Objectifs de these

Résultats

Chapitre 4 Exploration des données de DAP-seq

4.1 Lesrésultats de DAP-SEQ . . . . . v vt it e e e e e e e

4.1.1 \Variabilité de la taille des cistromes entre lesRRs . . . . .
4.1.2 Variabilité des cistromes entre les génomes . . . . . .. ..

4.2 Analyse globale des résultats de DAP-seq . . . .. ..........

4.2.1 Des genes potentiellement régulés aux fonctions variées

4.2.2 Redondance et co-occurrence des cibles identifiées . . . .
4.3 Stratégies pour exploiter les résultats de DAP-seq .. .......
4.3.1 Régulation des génes impliqués dans la pathogénicité . .

4.3.2 Les cibles des RRs spécifiques de IHMA87 ... ... ...

Chapitre 5 AgtR, un RR prometteur impliqué dans la virulence ?

5.1 Analyse des cibles choisiesde AgtR . . ... .............
5.1.1 Cistromesde AgtRenDAPseq. ... .............
5.1.2 Activation du systeme AgtSR parle GABA . ........
5.1.3 Régulation de rsmY et rsmZ par AgtR . . .. ... .....
5.1.4 7 UTs potentiellement régulées par AgtR . . ... .....

27
29
29
32
34
37
39
40
41
43
43

47

47

49
52
52
53
54
55
56
58
58
60



5.2 Caractérisations des phénotypes controlés par AgtR . . . . ... ........... 69

5.2.1 Motilités : swimming, twitching et swarming . . ... .. ... ... ..... 70

5.2.2 Formation de biofilm a l'interface air-liquide . . . . ... ... ........ 70

5.3 Localisation et dynamique de AgtS . ... ... ... ... .. ... ... 71

5.4 DISCUSSION . . . v v vttt it e e e e e e e e e 72

5.5 Materiel & Méthodes . . . . ... .. .. .. ... 73

Chapitre 6 CusR, un RR spécifique de IHMA87 acquis par HGT 75
6.1 Intégration d'un TCS accessoire dans le contréle de 'homéostasie du cuivre (Ar-

TClE) . . 76

6.2 Résultats supplémentaires . . .. .. ... ...t 138

6.2.1 LesICEsdeIHMAS7 . . . . . . . . it e e et e e 138

6.2.2 Les ICEs contenant le locus lysR-cusS. . . . . . . ... i, 139

6.3 DISCUSSION . . . . . . ittt e e e e e e e e 140

Chapitre 7 PA4080, un RR orphelin intégré au systeme Roc 143

7.1 Immersion dans le systeme Roc (Article) . . ... ... ... ... ... .... 144

7.2 Résultats supplémentaires . . . . . . . .. ... .. 190

7.2.1 EtudedurdledeRocA3. .. ... ... . ... . ... ... 190

7.2.2 RégulondesRoc . ... ... ... ... . ... ... 193

7.3 Discussion et PersPeCtiVeS . . . .« v v v v it e e e e e e e e e e e e e e e 195

Discussion générale 199

Appendices 205

A Article supplémentaire 205

B Communications 223

Références 225

Résumé 247







TABLE DES FIGURES

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8

1.9

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

Nombre de publications traitant de P aeruginosa. . ... ... ............ 2
Enrichissement des COGs pour les genes des génomes cceur et accessoire. . ... 3
Arbre phylogénétique de P aeruginosa. . . . . . . ... ... .. .. .. 4
Comparaison des souches de P aeruginosa et P paraeruginosa . . . ......... 6
LecycledevieduneICE. . . . . . .. ... .. .. e 8
Les étapes de formation du biofilm . .. ... ... ... ... .. ... . . ... 9
Les fimbriaede type CUp. . . . . . o o i ittt e 10
Mécanismes de résistance intrinseque, acquise et adaptative aux antibiotiques

Chez P aertuginosa . . . . . . . o v i v it it e e e e e e e e e 12
Acteurs de la réponse du cuivre chez P aeruginosa . . . . ... ... ......... 14
Représentation schématique d’'un résea de régulation . . . . ... .......... 16
Les familles des FTs OCSs de P aeruginosa PAO1 . . . ... .............. 18
Les 3 voies du quorum sensing de P aeruginosa . . . . . . . . ..o v e ... 22
Activation de I'opéron pel par FleQ en réponse au di-GMPc . ............ 24
Le systeme Gac/RSM . . . . . o it i it e e e e e e e e 26
Archétype duTCS . . . . . . . e 28
Nombre d’acteurs de TCS identifiés dans différents genres bactériens . . ... .. 29
Les RRs de P aeruginosa PAOL . . . . . . . . . . . it 32
Lestypes dAHKS . . . . . .o e 35
Interaction entre le domaine REC et le domaine HisKA/CA . . ... ... ..... 37
Les modes d’interconnexions entre lesTCSs . . . . ... .. .............. 39
Interconnexions entre la voie Gac/RsmetHptB . . ... ............... 41
Régulation des locicup parlesTCSs. . . . . . . . ... i ... 42

TABLE DES FIGURES




viii

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8

6.1

6.2

7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6

Conservation des RRs ayant un DBD dans 3 souches appartenant a des lignées

différentes de P aeruginosa et P paraeruginosa . . . .. ... .. ... ..o..... 50

Nombre de cibles identifiées pour chaque RR sur les génomes des souches PAO1,

PA14 et THMAS7. . . . o e e e e e e e 52
Conservation des cibles identifiées sur les génomes des souches PAO1, PA14 et
IHMAS87 pour quelques RRs. . . . . .. ... ... . 53
Distribution des annotations fonctionnelles des UTs ciblées pour chaque RR dans
le génome de PAOL . . . . . . . . . 55
Co-occurrence des cibles identifiées en DAP-seq sur le génome de PAOL. . . . .. 56

Réseau pondéré des chevauchements des cistromes des RRs en DAP-seq dans PAO1. 57

Fixations observées en DAP-seq sur la région promotrice de cupB1 (PA4086). .. 59
Réseau des fixations observées en DAP-seq sur 16 cibles du génome de PAO1. . . 60
Environnements génétiques des 3 RRs spécifiques de IHMA87 en comparaison

avec PAOL. . . . . e 61
Modeéle de fonctionnement du TCSAgtSR. . . . . . ... ... . ... ... ..... 64
Cistrome de AgtR en DAP-seq. . . ... ... .. ... 65
Cibles sélectionnées a partir du cistrome de AgtR établit par DAP-seq. . . . . . .. 66
Activation de AgtSR en réponse au GABAetauGIcNAc. ... ............ 67
Roéle de AgtR dans la régulationde rsmY etrsmZ. . ... ... ............ 68
Activités de 7 promoteurs ciblés en DAP-seq par AgtR. . ... ... ... ...... 69
Effet de la délétion de agtR sur le swarming et la formation de biofilm. . . .. .. 70
Localisation de AgtS enréponse au GABA. . . . . . . ... ... ... . ... ... 71

Représentation circulaire du chromosome de P paraeruginosa IHMAS87 et de son
plasmide. . . . . .. e 138

Diversité des ICEs de P aeruginosa et P paraeruginosa portant le locus lysR-cusS. 139

La surproduction de RocS2 stimule la formation de biofilm a I'interface air liquide.191

Réle de CupB dans 'adhésion de P aeruginosa. . . ... ... ... .......... 191
Formation de Microcolonies de la souche surproduisant RocA3 en microfluidique. 192
La surproduction de RocA3 induit un défaut de croissance. . ............ 193
Régulon contr6lé par RocS2 par RNA-seq. . . . .. ... ..., 194
Les interconnexions entre les TCSs Roc et CusRSet CopRS . . ... ... ... .. 200



TABLE DES TABLEAUX

1.1

3.1

4.1

4.2

Différences de toxines entre les 5 lignées de P aeruginosa . ............. 5

Liste des RRs ayant un DBD dans les souches PAO1 et PA14 de P aeruginosa et
dans la souche IHMA87 de P paraeruginosa . . . . ... ... ............. 45

Les 10 premieres lignes des résultats générés par la DAP-seq pour AgtR sur le
génome de PAOTL. . . . . . . . e 51

Liste des genes d’intérét utilisés pour explorer les données de DAP-seq . . . . . . 59

TABLE DES TABLEAUX

ix






LISTE DES ABREVIATIONS

AAI Identité moyenne des acides aminés
Al autoinducteur

AMPc Adénosine 3’,5-monophosphate cyclique
ANI Identité moyenne des nucléotides

CF Cystic fibrosis

COG Cluster of genes

Cup Chaperone-usher pathway

DBD Domaine de liaison a 'TADN

dDDH Hybridation digitale de 'ADN

DGC Diguanylate cyclase

ECF Fonction extra cytoplasmiques

EPS Exopolysaccharides

FT Facteur de transcription

GMPc guanosine 3’,5’-monophosphate cyclique
HGT Transfert horizontal de géne

HK Histidine kinase

HTH Hélice-coude-hélice

ICE Elément intégratif et conjugatif

IME Elément intégratif et mobilisable

MGE Elément génétique mobile

MPF Formation de paires d’accouplement
NAP Protéine associée au nucléoide

OCS Systeme de régulation a un composant
PDE Phosphodiestérase

QS Quorum sensing

RBP Protéine liant 'ARN

RNAP ARN polymérase

RND Résistance-Nodulation-Division

LISTE DES ABREVIATIONS

xi



xii

RR
SST3
SST4
TCS
TPS
T4P
uT

Régulateur de réponse

Systeme de sécrétion de type 3

Systeme de sécrétion de type 4

Systeme de régulation a deux composants
Systeme de sécrétion a deux partenaires
Pili de type 4

Unité transcriptionnelle



1 Pseudomonas aeruginosa

Sommaire
1.1 Uneespecediversifiée. . ... ... ... .00ttt ennnnennn 3
1.1.1 Les génomes CoeUr €t aCCESSOITE . « . v v v v v v v v ot e e e e oo e e v e 3
1.1.2 Lesdifférenteslignées. . . . ... ... ... .. ... ... 4
1.1.3 Les mécanismes moléculaires de cette diversité . ... ........... 6
1.2 Unpathogéneversatile . . ... ......... 00t ennnnennn 8
1.2.1 Mode de vie : Planctonique ou Sessile . . . . ... .............. 9
1.2.2 Pathologies et infections chroniques . . ... ................. 11
1.2.3 Résistance aux antimicrobiens . . . . .. ... ... L oL oL 11

PSEUDOMONAS AERUGINOSA




Pseudomonas aeruginosa (P aeruginosa) a été isolée pour la premiére fois en 1882 par le pharma-
cien militaire francais Carle Gessard qui essayait de déterminer la cause de la coloration bleue
parfois observée sur les pansements (GESSARD, 1882). Initialement nommée Bacillus pyocaneus
en raison de sa morphologie en batonnet et de la pyocyanine, un pigment bleu caractéristique
qu’elle secrete, cette bactérie suscite immédiatement I'intérét des chercheurs. Dés le XIXeme
siecle, la pathogénicité de P aeruginosa est identifiée (CHARRIN et al., 1890) et son étude ré-
velera progressivement son implication dans de nombreuses infections (BODEY et al., 1983).
A P'émergence du séquencage a haut débit, le génome de PAO1, une des souches références
de P aeruginosa, fut un des premiers chromosomes bactériens a étre séquencé, ouvrant la voie
vers une nouvelle ere pour I'étude de ce pathogene (STOVER et al., 2000). Stimulée par I'essor
technologique connu par la biologie, la recherche sur P aeruginosa n’a cessé de croitre (Fig
1.1). Avec pres de 8 000 génomes séquencés, P aeruginosa est actuellement 'une des espéces
bactériennes les plus étudiées (WINSOR et al., 2016). Pourtant, ce pathogene opportuniste reste
un probléeme de santé majeur et se trouve fréquemment a l'origine d’infections nosocomiales
affichant souvent une forte résistance aux antibiotiques (REYNOLDS et al., 2021, PANG et al.,
2019).
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FIGURE 1.1. Nombre de publications traitant de P aeruginosa ajoutées dans la base de
données MEDLINE par année. Les articles avec les termes « Pseudomonas aeruginosa» dans
leur titre ont été recensés dans pubmed (pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) en aofit 2023.

Ce pathogene est réputé pour sa capacité a s’adapter a de nombreuses conditions, notam-
ment dans ses hotes durant I'infection (MORADALI et al., 2017, E. RossI et al., 2021). Sa ver-
satilité repose en partie sur son large génome (5,5-7 Mpb) qui présente une grande diversité
génétique et dont les genes sont orchestrés par un réseau de régulation élaboré (SiLpY et al.,
2011, WINSOR et al., 2016, GALAN-VASQUEZ et al., 2011). Apres plus dun siecle de travaux,
cette bactérie continue d’intriguer la science et s’avere étre un modele d’étude idéal pour I'ex-

ploration du réseau de régulation d’'un pathogéne (DIGGLE et al., 2020).
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1.1 Une espece diversifiée

Le génome des souches de P aeruginosa se caractérise par un taux en GC élevé (66.6%) et une
taille relativement importante. Par exemple, la souche de référence PAO1 possede un chromo-
some de 6.3 Mpb codant pour 5 572 genes (STOVER et al., 2000). Les différents génomes dispo-
nibles de cette espéce attestent une grande variabilité témoignant de la diversité de P aeruginosa
et de la plasticité de son chromosome (MATHEE et al., 2008, KUNG et al., 2010).

1.1.1 Les génomes coeur et accessoire

Le pangénome d’'une espece correspond au répertoire complet des genes présents dans I'en-
semble des souches étudiées. Le nombre de génes du pangénome refléte la richesse génétique
d’une espece et son estimation peut grandement varier en fonction du nombre de génomes dis-
ponibles. L'étude du pangénome permet de diviser les genes en deux catégories : les genes du
« génome coeur » et les génes du « génome accessoire ». A l'inverse du génome accessoire, le gé-
nome ceceur regroupe les génes qui sont conservés dans 'ensemble des souches étudiées et tend
donc a se restreindre quand I'espece s’élargit. Le génome coeur de P aeruginosa n’a donc pas de
définition absolue et a fait 'objet de plusieurs études (VALOT et al., 2015, HILKER et al., 2015,
MOSQUERA-RENDON et al., 2016). Il a récemment été établi a 665 genes pour un pangénome
de plus de 50 000 genes distribués dans 1 311 génomes (FrRESCHI et al., 2019). La majorité
de ces geénes cceurs sont impliqués dans les processus fondamentaux de la cellule tels que la
structuration de la chromatine, la division cellulaire et la synthese des acides aminés et des
nucléotides (Fig 1.2). A linverse, le génome accessoire est notamment enrichi avec des génes
codant pour des protéines impliquées dans les voies métaboliques auxiliaires, des systemes de
sécrétion et des genes signatures des éléments génétiques mobiles (MGE).
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FIGURE 1.2. Enrichissement des COGs pour les génes des génomes cceur et accessoire. La
couleur violette indique un enrichissement significatif pour un "cluster of genes" (COG) (adapté
de FRESCHI et al., 2019).
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1.1.2 Les différentes lignées

Ces approches génomiques ont permis la délimitation de plusieurs phylogroupes au sein de
I'espece P aeruginosa. Ces groupements de souches, ou lignées, ont d’abord été définis en 3
groupes principaux numérotés de 1 a 3, respectivement représentés par les souches PAO1,
PA14 et PA7 (L. STEWART et al., 2014, FrRESCHI et al., 2019). Daugmentation du nombre de
génomes séquencés a mené a un affinage de la classification en vigueur en proposant deux
nouveaux phylogroupes, 4 et 5, anciennement affiliés au groupe 3 (Fig 1.3)(FrRESCHI et al.,
2019). Le nombre de génomes pour les groupes 3, 4 et 5 est particulierement faible et il ap-
parait évident que notre connaissance de I’espéce reste encore parcellaire. ’ajout progressif de

souches séquencées continuera d’affiner 'arbre phylogénétique des lignées de P aeruginosa.

Jl‘?“.

Groupe 1

Groupe 4 Groupe 5 Groupe 3

0.08

Groupe 2

FIGURE 1.3. Arbre phylogénétique de P aeruginosa. Les différentes lignées sont mises en
évidence par des zones grises (n=1311). Le petit arbre en haut du panneau montre la distance
génétique réelle entre les isolats du groupe 3 et les autres groupes d’isolats (FRESCHI et al.,
2019).

Ces groupes phylogénétiquement distincts possedent des facteurs de virulence différents, ce
qui suggere qu’ils emploient des stratégies de pathogénese spécifique. Le systéeme de sécrétion
de type III (SST3) permet I'injection de quatre toxines (ExoS, ExoT, ExoY et ExoU) directement
dans le cytoplasme des cellules de I'héte grace a un injectisome et joue un rble clé dans la
cytotoxicité de P aeruginosa. La conservation des génes codant pour ces acteurs est variable
au sein de I'espece selon les lignées. Ainsi, seuls les groupes 1, 2 et 4 possedent un SST3 avec

des combinaisons de toxines différentes (Table 1.1). Les groupes 3 et 5 sont dépourvus de ce
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systeme, et leur pathogénése repose principalement sur ExIBA, un systéme de sécrétion a deux
partenaires (TPS) (ou systéme de sécrétion de type V; SST5) spécifique de ces lignées (F1.SEN
et al., 2014, REBouUD et al., 2017). Suite a l'acquisition de ExIBA, la perte des genes codant
pour le T3SS ainsi que rhlC et phzH a été sélectionnée, mais les évenements de délétions sont
différents selon les lignées (QUIROZ-MORALES et al., 2022).

Groupel e PAOl1 SST3+ exoS+ exoY+ exoT+

Groupe 2 o PAl14 SST3+ exoY+ exoT+ exoU+
Groupe 3 o PA7 SST3-

Groupe 4 o SST3+ exoS+ exoT+

Groupe S © SST3-

TABLE 1.1. Différences de toxines entre les 5 lignées de P aeruginosa. Les souches de
référence des groupes 1, 2 et 3 sont indiquées. La présence des genes du SST3 ou des toxines
est représentée par un + (adapté de FrescHI et al., 2019).

Les phylogroupes 1 et 2 constituent la majorité des souches séquencées et présentent de
fortes similarités génétiques avec un pourcentage moyen d’identité nucléotidique (ANI) supé-
rieur a 98,5%. L'abondance de ces lignées dans l'espece s’explique en partie par un biais de
surreprésentation dit a leur implication dans de nombreuses infections, telles que les infec-
tions chroniques des patients atteints de la mucoviscidose, dont les isolats sont généralement
séquencés. Les isolats de ces deux phylogroupes sont de source environnementale ou clinique
et peuvent étre retrouvés dans le monde entier. Malgré leur ressemblance génétique, ces deux
lignées sont génétiquement isolées, attestant notamment un faible niveau de recombinaison
entre les groupes, ce qui pourrait témoigner d’'un isolement génétique ou écologique par I'oc-
cupation de niches distinctes (OzERr et al., 2019). En dépit de leurs similitudes génomiques,
PAO1 et PA14, les souches références de ces deux groupes, arborent des phénotypes différents
provoqués par quelques variations génétiques (GRACE et al., 2022). Les lignées divergent no-
tamment par la présence de exoS ou exoU (OzER et al., 2019), ce dernier ayant été acquis par
transfert horizontal de géne (HGT) via l'intégration de l'ilot de pathogénicité PAPI-2 dans les
souches de la lignée 2. Quant au locus de exoS, il a été perdu dans ces souches a la suite d’'une
délétion ciblée (B. R. KULASEKARA et al., 2006).

Le phylogroupe 3, représenté par la souche PA7, est génétiquement tres divergent des autres
lignées et fut qualifié de groupe « déviant » (ou « taxonomic outlier »)(Rov et al., 2010). En
plus du TPS ExIBA, la lignée dispose d’'un systéme de sécrétion de type 2 (SST2) spécifique,
Txc (CADORET et al., 2014). Ce groupe différe tant des autres lignées que son appartenance a
I'espece P aeruginosa est sujet a débat et le clade a récemment été proposé comme une espece
distincte sous le nom de P paraeruginosa (RUDRA et al., 2022). En considérant les pourcen-
tages d’ANI, d’identité moyenne des acides aminés (AAI), et d’hybridation digitale de 'ADN
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(dDDH) entre les génomes des groupes 1, 2 et 3, il apparait que ce dernier est en dehors des
seuils communément utilisés pour délimiter une espece a partir de ces 3 parametres (Fig 1.4)
(KONSTANTINIDIS et al., 2005, MEIER-KOLTHOFF et al., 2022, RICHTER et al., 2009).

95 %ANI 100 95,5 %AAI 100 70 %dDDH 100
[ T [ T

99.10  100.00 99.36  100.00

98.98 99.48 100.00 99.47  100.00

FIGURE 1.4. Comparaison des souches de P aeruginosa et P paraeruginosa. Les souches
de P aeruginosa appartiennent au phylogroupe 1 (PAO1 et DSM50071), 2 (Souche B) et les
souches de P paraeruginosa appartiennent au phylogroupe 3 (PA7, CR1 et NCTC13628). Les
valeurs en dehors des seuils sont en gris. Le valeurs des seuils sont 95% pour le % d’ANI, 95,5%
pour le % d’AAI et 70% pour le % de dDDH (adapté de RUDRA et al., 2022).

Lappréciation de la diversité de 'espece P aeruginosa implique généralement I'étude de
souches de référence pour représenter les différentes lignées. Notre appréciation des variabili-
tés entre ces lignées est lacunaire et nos connaissances de cette bactérie sont souvent extrapo-
lées des quelques souches de références. Dans la suite de ce manuscrit, lorsqu’il sera sujet de
souches appartenant au phylogroupe 3, ces dernieres seront référées sous le nom d’espece P pa-
raeruginosa. Cependant, par usage, I'appellation P aeruginosa sera utilisée pour faire référence

aux 5 phylogroupes.

1.1.3 Les mécanismes moléculaires de cette diversité

Les processus responsables de la plasticité génétique des bactéries sont multiples, le plus simple
étant 'apparition de mutations ponctuelles comme dans le cas du gene mexS dans la souche PAK
appartenant au premier phylogroupe. Une unique mutation provoque le changement d’un acide
aminé de MexS par rapport a PAO1, conduisant a I'inactivation de cette protéine impliquée dans
la régulation du SST3 (JiN et al., 2011). Les lignées de P aeruginosa sont aussi génétiquement

différentes par la présence ou I'absence de certains genes résultant d'un remodelage du génome
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au cours de I'évolution (DOBRINDT, 2001).

Des processus accélerent grandement la diversification des génomes, notamment dii a la
plasticité intrinseque des chromosomes. De nombreux exemples sont répertoriés démontrant
la dynamique du génome de P aeruginosa comme les réarrangements de chromosomes, la du-
plication de genes ou le déplacement de MGEs. Ainsi, un réarrangement important est observé
entre les souches PA14 et PAO1 dont le génome présente une inversion entre des genes d’ARNr
de 1.7 Mbp (STOVER et al., 2000). Dans les isolats cliniques CLJ1 et CLJ3 prélevés a des temps
différents d’une infection chronique, la multiplication de MGEs de type séquence d’insertion
a permis la délétion de nombreux genes favorisant 'adaptation de ce pathogene (SENTAUSA
et al., 2020). La duplication de régions impliquées dans le métabolisme peut, par exemple, fa-
voriser 'adaptation en amplifiant certaines voies du catabolisme (TOUSSAINT et al., 2017). Des
duplications a plus petite échelle peuvent modifier des protéines comme dans le cas du senseur
LadS de PA14 dont le gene présente une duplication de 49 nucléotides conduisant au décalage
du cadre de lecture et l'inactivation de la protéine, ce qui améliore la virulence de la souche
(MIKKELSEN et al., 2011b).

En plus de la dynamique interne du chromosome, les bactéries peuvent acquérir de '’ADN
étranger par des mécanismes de HGT comme la transformation, la transduction et la conjugai-
son qui constituent une force évolutive importante des génomes bactériens (TREANGEN et al.,
2011). Les prophages, les plasmides conjugatifs et les éléments intégratifs et conjugatifs/mobi-
lisables (ICEs/IMEs) sont des MGEs caractéristiques de HGT. Les ICEs sont de grands éléments
capables de s’exciser, de se transférer par conjugaison et de s’intégrer dans le génome de I'hote.
Dans le cas des IMEs le transfert de ’élément n’est pas autonome et implique le détournement
de la machinerie de conjugaison d'un autre élément conjugatif (GUEDON et al., 2017). Les ICEs
ont des tailles tres variables pouvant s’étaler de 13 kpb (ICESal chez Staphylococcus aureus
(SCHIJFFELEN et al., 2010)) a 500 kpb (ICEMISymR71 chez Mesorhizobium loti (RAMSAY et al.,
2006)). Ces éléments sont modulaires et les genes encodés peuvent étre classés en deux caté-
gories selon leurs fonctions : les genes coeurs impliqués dans les fonctions de base du cycle de
I'ICE comme l'excision, I'intégration et la conjugaison, et les génes cargo qui sont portés par

I’élément et qui apportent généralement un avantage a I’hote (Fig 1.5) (JOHNSON et al., 2015).

En particulier, la conjugaison des ICEs nécessite un pore de conjugaison ou systéme de for-
mation de paires d’accouplement (MPF) de la famille des systemes de sécrétion de type IV
(T4SS) permettant la classification de ces éléments par type de MPF (CURry et al., 2017). Les
ICEs sont un grand facteur de diversité chez P aeruginosa comme PAPI-1, une ICE de 108 kpb
codant pour 115 genes et qui est intégré dans le chromosome de la souche PA14, participant a
la pathogénicité de la souche (HARRISON et al., 2010).
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Pore de conjugaison

ICE
site att
chromosome

Excision Coupure Transfert Synthése d'ADN Intégration

FIGURE 1.5. Le cycle de vie d’une ICE. L'ICE est représenté en orange. De gauche a droite :
L'ICE est intégré dans le chromosome de I'hote. La plupart des génes de I'ICE ne sont pas expri-
més, en raison d’une répression ou en absence d’activation. Lorsque I'expression des genes de
I'ICE est induite, I'ICE s’excise du chromosome hote et forme un plasmide circulaire d’ADNdb
(ADN double brins). Des protéines codées par I'ICE sont produites, dont certaines s’assemblent
en pore de conjugaison ou systeme de formation de paires d’accouplement (MPF). La relaxase
codée par I'ICE coupe un brin de TADNdD de I'ICE et se fixe de maniere covalente a 'extrémité
5 de ’ADN coupé, formant ainsi ’ADN de transfert (ADN-T). Si un récepteur approprié est
disponible, la machinerie de conjugaison transporte 'ADN-T dans la cellule réceptrice repré-
sentée en vert. Dans la cellule réceptrice, la relaxase ligature les extrémités 5’ et 3’ de ’ADN
pour former un cercle d’ADNsb (ADN simple brin) fermé de maniere covalente. Le brin ’ADN
complémentaire est synthétisé pour générer un cercle d’ADNdb qui pourra s’intégrer au niveau
d’un site att dans le chromosome de la donneuse et de la receveuse (adapté de JOHNSON et al.,
2015). Une représentation schématique du MPF indique les acteurs Vir de ce systeme. ME :
membrane externe. MI : membrane interne.

1.2 Un pathogene versatile

Souvent qualifiée d’ubiquitaire, P aeruginosa est retrouvée dans une grande variété d’environ-
nements terrestres et aquatiques, sur tous les continents, mais principalement impactés par les
activités humaines (CRONE et al., 2020). Cette bactérie est capable de croitre en aérobie et en

anaérobie, ce qui est un avantage pour la colonisation d’héte dans lequel la disponibilité de
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I'oxygene est variable, conduisant a une modulation de la cytotoxicité (K.-M. LEE et al., 2011).
Sa température de croissance optimale se situe entre 30 et 37°C, mais elle résiste a des tempé-
ratures allant jusqu’a 42°C. L'adaptation de P aeruginosa aux conditions rencontrées lors d'une

infection est nécessaire et participe au succes de ce pathogene (MORADALI et al., 2017).

1.2.1 Mode de vie : Planctonique ou Sessile

Le développement P aeruginosa pourrait étre simplifié en deux modes de vie distincts aux phy-
siologies différentes. Dans le mode de vie planctonique, les bactéries mobiles se déplacent grace
a leur unique flagelle et affichent une forte production de facteurs de virulence comme le SST3.
Le second mode de vie implique la formation de biofilm qui correspond a une communauté bac-
térienne dynamique fixée a une surface biotique ou abiotique. La formation du biofilm peut étre
simplifiée en un enchainement d’étapes formant un cycle (Fig 1.6) : (i) I'attachement réversible,
(ii) Pattachement irréversible, (iii) la formation de microcolonies, (iv) la maturation et (iv) la
dispersion (PAamP et al., 2007, K. SAUER et al., 2022).

% ="
v

Attachement Attachement Formation de Maturation Dispersion
réversible irréversible microcolonies
Fla I
IKd
Cup
EPS

FIGURE 1.6. Les étapes de formation du biofilm. En entrant en contact avec une surface, les
bactéries planctoniques peuvent s’y attacher par I'intermédiaire du flagelle (Fla) et des pili de
type IV (T4P) d’abord de maniere réversible puis irréversible. Des adhésines comme les fim-
briae de type Cup participent a 'attachement irréversible et la formation de microcolonies. La
maturation du biofilm s’accompagne d’une augmentation de matrice extracellulaire constituée
d’EPS (en vert) et d’ADN extracellulaire (orange) et permet la formation de structures tridi-
mensionnelles. La contribution de différents acteurs dans ce cycle est schématisée en dessous.

Aux premiéres étapes de I'attachement, les bactéries adhérent a la surface grace au flagelle et

au pili de type IV, typiquement par un pole avant d’adopter une orientation longitudinale. L'at-
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tachement irréversible est caractérisé par la synthese d’'une matrice extracellulaire qui entoure
les bactéries. Cette matrice, dont la production augmente pendant la formation de biofilm,
est 'association de lipides, de protéines, d’ADN extracellulaire et d’exopolysaccharides (EPS)
comme les alginates, Pel et Psl. D’autres acteurs peuvent participer a 'adhésion ou a l'inter-
action entre les cellules comme les fimbriae de type Cup (chaperonne usher pathway) (GIRAUD
et al., 2012). Ces fimbriae ont particulierement été étudiés chez Escherichia coli (E. coli) sous
le nom de fimbriae Fim ou Pap (HUNG et al., 1998 ; E G. SAUER et al., 2004).

Cing loci de genes cup, nommés cupA-E, ont été identifiés chez P aeruginosa (Fig 1.7A) (F1LLOUX
et al., 2004). Ces appendices cellulaires sont des adhésines impliquant au moins 3 acteurs en-
codés en opérons : la sous-unité de la fimbriae (ou piline), la chaperonne périplasmique, et un
transporteur dans la membrane externe responsable de la translocation et de 'assemblage des
fimbriae. Souvent, les opérons cup codent pour des composants supplémentaires, notamment
des adhésines qui décorent 'extrémité de I'appendice (Fig 1.7B). L'agrégation des bactéries
conduit a la formation de microcolonies qui maturent et gagnent en volume. La détérioration
de la matrice peut conduire a la dispersion de bactéries qui adoptent de nouveau le mode de
vie planctonique. Ce modele simpliste offre un apercu de notre compréhension de la forma-
tion de biofilm par P aeruginosa. L'alternance de ces modes de vie permet la dissémination
et la persistance de ce pathogene dans de nouveaux habitats. De plus, les biofilms sont une
barriere physique capable de protéger les bactéries du systeme immunitaire de ’hote ou des
antibiotiques notamment (DAVEY et al., 2000).

A B adhesine

CUpPA

» _>W LepA CupB5
R e e =
cupcw usher %DD LepB
oupD CHET 9 9 chaperonne 0"
cupE O = 'Opiline

IZ> piline » chaperonne [> usher |:> adhesine Sec YEG %]

FIGURE 1.7. Les fimbriae de type Cup. A) Organisation des loci cup de P aeruginosa. B)
Schéma de I'assemblage des fimbriae de type Cup. La piline est transportée dans le périplasme
par le systeme SecYEG. Les chaperonnes périplasmiques redirigent les pilines vers le usher pour
qu’elles soient assemblées en pili a la surface et dont 'extrémité peut harborer une adhésine. La
protéine CupB5 differe des autres protéines Cup et sa sécrétion est médiée par le transporteur
LepB du TPS LepBA.
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1.2.2 Pathologies et infections chroniques

P aeruginosa est capable, selon son mode de vie, de provoquer des infections aigués (planc-
tonique) ou chronique (biofilm) (REvNOLDS et al., 2021). Ce pathogéne opportuniste peut
provoquer une grande variété d’infections chez 'humain lorsque les défenses de I'’héte sont
altérées, notamment des bactériémies, des pneumonies, des infections urinaires ou cutanées.
Cette bactérie peut s’établir durablement dans les poumons des patients atteints de la mucovis-
cidose (CF : cystic fibrosis) ou de bronchopneumopathie chronique obstructive ou elle devient
impossible a éradiquer et peut provoquer des infections a répétitions. Le nombre de genes in-
dispensables pour la croissance de P aeruginosa dans les poumons de patients atteints de la CF
est estimé a quelques centaines pour PAO1 et PA14. Ces geénes appartiennent principalement
au génome coeur, mais certains sont essentiels uniquement pour une souche, comme le cas de
la pompe a efflux MexAB-OprM qui est nécessaire dans la souche PA14 mais pas dans la souche
PAO1 (TURNER et al., 2015).

Cette colonisation chronique des poumons s’étalant sur plusieurs années permet 'adaptation
de P aeruginosa a son hote, notamment face aux stress et la privation de nutriments. Cette
pathoadaptation peut prendre diverses formes dont la formation de biofilm (E. Rossi et al.,
2021). Ce mode de vie participe a la persistance du pathogene chez ces patients, notamment
en jouant un role protecteur contre le systéme immunitaire ou 'action d’antimicrobiens (JENSEN
et al., 2010, CIOFU et al., 2019).

P aeruginosa est aussi capable d’évoluer au cours de ces infections chroniques et le génome
a tendance a perdre des genes, en particulier des genes liés a la virulence. Cette stratégie adap-
tative permet de réduire la taille du génome et d’échapper a la réponse immunitaire de ’héte.
Une cinquantaine de génes généralement impliqués dans la virulence sont particulierement vi-
sés par ces délétions au cours des infections a longue durée comme le gene de la toxine ExoY
(GABRIELAITE et al., 2020). Les mutations du régulateur du quorum sensing LasR est un autre
exemple d’évolution dans les poumons de patients atteints de mucovisidose qui conduit a un

phénotype mucoide avec une résistance accrue aux antibiotiques (HOFFMAN et al., 2010).

1.2.3 Résistance aux antimicrobiens

Les antimicrobiens sont des molécules capables de détruire les microorganismes ou d’inhiber
leur croissance. Ils peuvent étre de natures variées comme les solvants organiques, les métaux
lourds ou typiquement les antibiotiques. La résistance aux antibiotiques est un probléme majeur
de santé publique considérant les difficultés dans l'identification de nouvelles molécules face a

la diffusion de souches multirésistantes. P aeruginosa a été classée dans le groupe d’agents pa-
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thogeénes ESKAPE qui regroupe les especes les plus problématiques pour I’émergence de souches
multirésistantes aux antibiotiques. L’Organisation mondiale de la Santé a désigné P aeruginosa
comme prioritaire pour le développement de nouvelles thérapies. Les mécanismes de résistance
aux antibiotiques de P aeruginosa reposent en grande partie sur les pompes d’efflux et peuvent
étre divisés en 3 catégories : intrinseque, acquise ou adaptative (Fig 1.8)(MORADALI et al.,
2017, LORUSSO et al., 2022).

A B C

- X I - I -

Intrinséque | Acquise | Adaptative
EPS Porine Pompes I I
#*  deflux | |
- I
v, '
I I
orpD [ .op I

B- Iactamase * | ¢ S o,
| &' ¢ ¢
ampC | ampC |
I I
mexAB-oprM | mexAB-oprM | mexCD-oprJ
mexXY-oprM/A I mexXY-opriM/A |
mexCD-oprJ

I mexEF-oprN |

I I NfxB ——p nfxB*
| ampD—»ampD* Plasmide |
I I

FIGURE 1.8. Mécanismes de résistance intrinseque, acquise et adaptative aux antibio-
tiques chez P aeruginosa. Différents exemples de stratégies conférant des résistances aux
antibiotiques sont présentés. L'antibiotique est représenté par une étoile rouge. La mutation
d’un gene est indiquée par une asterisque (adapté de MORADALI et al., 2017).

En raison de la structure de sa membrane et de 'absence de porines non spécifiques qui
pourraient faciliter I'importation d’antibiotiques, P aeruginosa est intrinsequement protégée de
certains antibiotiques (Fig 1.8A) (CHEVALIER et al., 2017). La production d’EPS permet de proté-
ger les bactéries des conditions environnementales, y compris des traitements aux antibiotiques
en jouant un role de barriere physique (Fig 1.8A)(P S. STEWART et al., 2001). La f3-lactamase
AmpC contribue également a la résistance intrinseque car I'expression basale de son géne suffit
a conférer a P aeruginosa une faible résistance aux aminopénicillines et a la majorité des cépha-
losporines (Fig 1.8A) (OL1VER et al., 2015). Enfin, les genes de la pompe d’efflux MexAB-OprM
présentent aussi une expression basale importante, ce qui permet a P aeruginosa de résister
contre une large gamme d’antibiotiques comme les aminoglycosides ou les fluoroquinolones
(Fig 1.8A)(X.-Z. Li et al., 2015).
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Le génome de P aeruginosa est dynamique, ce qui favorise I'acquisition de résistance aux
antibiotiques soit par des mutations ou par HGT. Par exemple, il est courant que les isolats
cliniques développent un niveau d’expression d’ampC constitutivement élevé, méme en I'ab-
sence d’inducteurs antibiotiques, a cause d’'une mutation inactivant le gene de AmpD qui est
un répresseur de ampC (Fig 1.8B)(JUAN et al., 2005). L'inactivation du géne de OprD est un
mécanisme commun permettant de diminuer la perméabilité de la cellule aux antibiotiques en
inactivant la porine. Plusieurs exemples sont caractérisés comme le cas de séquences d’insertion
identifiées en amont de la région codante de oprD dans des isolats de P aeruginosa résistants
a I'imipéneme et présentant une diminution de 'expression de oprD (Fig 1.8B)(WOLTER et al.,
2008) . Des mutations dans les loci régulateurs peuvent conduire a la surproduction d’autres
pompes d’efflux multidrogues comme MexXY et MexCD-OprJ en libérant 'expression génique et
en augmentant la résistance a plusieurs antibiotiques (Fig 1.8B) (LISTER et al., 2009). Dans cer-
tains cas, des souches de P aeruginosa peuvent acquérir des résistances aux antibiotiques grace
a un plasmide conjugatif portant des génes codant pour des f3-lactamases (Fig 1.8B)(POIREL
et al., 2002).

La résistance adaptative se produit lorsque les bactéries répondent temporairement a des fac-
teurs environnementaux, notamment en modifiant leurs mécanismes de régulation (KHALEDI
et al., 2016). Ce type de résistance transitoire disparait une fois le stress passé. Contrairement
aux deux autres mécanismes, celui-ci est encore mal connu. Il a été identifié que le répresseur
transcriptionnel NfxB peut subir des mutations qui entrainent un défaut de fonction, ce qui
augmente la production de la pompe a efflux MexCD-OprJ (Fig 1.8C) (STICKLAND et al., 2010).

Dans ce contexte, la résistance aux métaux lourds est un facteur aggravant capable de co-
sélectionner et de favoriser la propagation de résistance aux antibiotiques, notamment dans
les environnements contaminés par l'activité humaine (L.-G. L1 et al., 2017, NGUYEN et al.,
2019). Les métaux lourds sont a la fois indispensables et toxiques et leur homéostasie repré-
sente un enjeu majeur pour la bactérie. Parmi ces métaux, le cuivre est utilisé par ’homme
depuis I'antiquité pour lutter contre le monde microbien dans 'agriculture ou, plus récemment,
en milieu hospitalier. Le cuivre est aussi utilisé par le systéme immunitaire en s’accumulant aux
sites d’infections pour lutter contre les microorganismes pathogenes, notamment dans I'urine
(FocAreLLI et al., 2022). De plus, les cellules phagocytaires utilisent aussi le cuivre pour dé-
truire les bactéries internalisées. La résistance au cuivre de P aeruginosa est particulierement
documentée et participe donc au succes de ce pathogene. Plusieurs acteurs sont directement ré-
gulés par la détection de ce métal et peuvent étre classés en trois catégories : les transporteurs,
les enzymes et les chaperonnes (Fig 1.9) (QUINTANA et al., 2017). L'import du cuivre repose en
partie sur la porine OprC située dans la membrane externe. Le principal moyen de résister a

des concentrations létales de cuivre pour P aeruginosa consiste en I'expulsion de ces ions ce
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qui peut étre médié par la pompe de type Résistance-Nodulation-Division (RND) CusCBA ou
le transporteur PcoB. Les transporteurs CopAl et CopA2 sont des ATPases a cuivre qui parti-
cipent aussi a la compartimentalisation du cuivre en expulsant les ions du cytoplasme vers le
périplasme. Les chaperonnes du cuivre cytoplasmiques CopZ1 et CopZ2 fournissent le métal a
CopAl et CopA2 en interagissant avec ces transporteurs. Des enzymes périplasmiques capable
de lier le cuivre peuvent aussi jouer un réle dans la détoxification du cuivre comme PcoA qui
est une multi-cuivre oxydase prédite. La régulation de cette homéostasie sera traitée dans la

partie 3.2.3.

‘ Chaperonne Cu(l) ©_ oprC PcoB
Cu(ll) CusC i i
o Cu(l)

@) Cu(llO
O O D/ bk CusB

PtrA PA2807 PcoA
O_ PA5030 CopA1
CusA

O g e Cu(l) @

QueF
CopZ1 CopZ2

FIGURE 1.9. Acteurs de la réponse du cuivre chez P aeruginosa. Les protéines dont l'ex-
pression est modulée par le cuivre sont représentées de maniere schématique. En bleu, les
transporteurs transmembranaires; en vert, les multi-cuivre oxidase ; en violet, les chaperons;
en gris, les protéines dont le réle est inconnu (Adapté de QUINTANA et al., 2017).
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Les unités transcriptionnelles (UTs) sont les unités fonctionnelles de base du génome et sont
constituées d'un ou plusieurs génes consécutifs portés par le méme brin d’ADN et qui sont
transcrits en une seule molécule ’ARNm. Plusieurs mécanismes de régulation permettent le
contrble de 'expression de ces UTs et peuvent s’opérer, entre autres, aux niveaux transcription-
nel et post-transcriptionnel. Typiquement, la régulation transcriptionnelle orchestre les niveaux
d’ARNm transcrits en jouant sur I'activité de 'ARN polymérase (RNAP) tandis que la régulation
post-transcriptionnelle module la stabilité ou la disponibilité des ARNm. Ces processus jouent
un role clé dans la physiologie de la cellule et mettent jeu des régulateurs formant des réseaux
sophistiqués orchestrant le contréle de 'expression des UTs (Fig 2.1). Ces réseaux dynamiques
permettent notamment de répondre aux conditions environnementales

Régulateurs globaux

Régulateurs

Geénes ciblés

FIGURE 2.1. Représentation schématique d’un réseau de régulation. En gris, les geénes
ciblés; en violet, les régulateurs; en orange, les régulateurs globaux controlant la régulation
d’un grand nombre de genes dont des genes de régulateurs.

Depuis les premiéres découvertes de la régulation génétique chez E. coli (JAcOB et al., 1961),
I’étude de ces réseaux a connu un essor majeur avec I'arrivée du séquencage a haut débit et I'ave-
nement de puissantes méthodes génomiques permettant leur analyse a grande échelle telles que
la RNA-seq, la ChIP-seq ou la DAP-seq. P aeruginosa n’échappe pas a cette révolution techno-
logique. Aujourd’hui, c’est un défi de taille qui s'impose aux chercheurs quant a I'intégration
de ces ressources pour confirmer les liens identifiés (LARA et al., 2023, DUDEK et al., 2022),
mais aussi pour I'exploitation et la confrontation de ces nombreux jeux de données. Le réseau
de régulation de P aeruginosa est particulierement élaboré puisque prés de 10% des protéines
de la souche PAO1 sont des régulateurs (GALAN-VASQUEZ et al., 2011) permettant notamment
le contréle de sa pathogénicité. Le réseau de régulation de cette bactérie recele encore des

mysteres et son exploration future s’annonce passionnante.
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2.1 Un réseau élaboré

Le réseau de régulation de P aeruginosa est composé de nombreux acteurs incluant les facteurs
de transcription, les facteurs sigma, les protéines associées au nucléoide et les petits ARNs
régulateurs. Cette partie n’a pas 'ambition de fournir une description exhaustive de ce réseau,

mais plutot d’en présenter les acteurs principaux et leur diversité.

2.1.1 Les facteurs de transcription

En se liant aux régions promotrices, les facteurs de transcription (FTs) peuvent modifier la fixa-
tion de la RNAB ce qui aura pour effet de réprimer ou d’activer la transcription (BALLEZA et al.,
2009, BROWNING et al., 2010). L'emplacement du site de fixation de ces protéines est un para-
metre important qui peut renseigner sur leur fonction. Une fixation en aval du promoteur ou
au niveau des boites -10/-35 résulte typiquement dans la répression du gene en empéchant la
fixation de la RNAP ou en bloquant sa progression. A I'inverse, une fixation en amont du pro-
moteur facilite généralement le recrutement de la RNAP Les FTs peuvent étre divisés en deux
catégories selon leur mode de détection du signal : les systemes a un composant (OCSs) ou ceux
appartenant aux systemes a deux composants (TCSs). Le signal est directement percu par les
OCSs grace a un domaine senseur alors que les TCSs impliquent la coopération d’une protéine
qui joue le role de senseur et d’'un FT dont l'activité est sous le controle de ce senseur. Ces der-
niers sont présentés dans le chapitre 3 de ce manuscrit. Les OCSs représentent la majorité des
FTs observés chez les bactéries (ULRICH et al., 2005). Typiquement, les FTs sont des protéines
a deux domaines, avec un domaine de liaison a 'TADN (DBD) et un domaine supplémentaire
associé a diverses fonctions comme la liaison d’un ligand ou les interactions protéine-protéine.
Il existe une grande diversité de DBDs dans les FTs qui impliquent des mécanismes de fixa-
tion différents, mais les plus répandus dans les bactéries sont ceux de type helice-coude-hélice
(HTH) (UrricH et al., 2005). Les domaines HTH forment une grande famille avec une organi-
sation fondamentale en trois hélices avec des variantes comme les domaines tétra-hélicoidaux,
les HTHs ailés et les configurations ruban-hélice-hélice (ArRAVIND et al., 2005). Typiquement,
I'arrangement conservé des 3 hélices permet l'interaction de la protéine avec les nucléotides
du sillon majeur par la deuxieme hélice appelée "hélice de reconnaissance" (MATTHEWS et al.,
1982)

Les différents DBDs permettent la classification des FTs des bactéries en familles. Chez P
aeruginosa, 371 FTs de type OCS sont prédits dans la souche PAO1 distribués dans plus de 20
familles différentes identifiées par le nom d’un FT référence (www.p2tf.org; ORTET et al., 2012)
(Fig 2.2A). Les FTs de type LysR ou AraC représentent la moitié des FTs OCS de P aeruginosa et
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présentent un domaine senseur de type LysR _subst bd et AraC_bd respectivement (Fig 2.2B).
La famille LysR est la plus répandue dans I'ensemble des procaryotes (MINEZAKI et al., 2006).
LysR est un FT de E. coli qui régule la biosynthése de la lysine en présence du précurseur cet
acide aminé, l'acide diaminopimélique (Patrick STRAGIER et al., 1983). Grace a leur domaine de
reconnaissance d’un ligand, ces FTs sont impliqués dans la régulation de nombreux processus
physiologiques comme MexT qui est impliqué dans I'activation de la pompe MexEF-oprN chez
P aeruginosa (MADDOCKS et al., 2008, TiAN et al., 2009). La famille AraC tient son nom du
FT de E. coli impliqué dans I'activation du promoteur P;,, de 'opéron araBAD en réponse a
I'arabinose (MivADA et al., 1984). Le DBD des AraC présente I'association de deux motifs HTH
successifs qui est caractéristique de ces FTs. Chez P aeruginosa, ExsA, un FT de cette famille, joue
un role clé dans la cytotoxicité en activant 'expression des génes du SST3 dans des conditions
pauvres en calcium, sous le contréle de 3 autres protéines qui modulent la disponibilité de ExsA

dans une cascade de couplage sécrétion/synthése (URBANOWSKI et al., 2005).

La famille Xre a récemment attiré I'attention de notre équipe en raison de ErfA, un de ses re-
présentants impliqué dans la répression de 'opéron ex!BA (TROUILLON et al., 2020). Le domaine
HTH de ErfA est associé a un domaine Cupine impliqué dans la liaison d’un ligand qui reste
inconnu a ce jour (DUNWELL et al., 2004). Au total, 7 autres protéines partagent cette organi-
sation dans PAO1 formant la sous-famille des Xre-Cupin comme PsdR et PauR (Fig 2.2B). Ces
8 FTs conservés chez P aeruginosa sont des inhibiteurs transcriptionnels spécifiques de génes
du métabolisme situés typiquement a proximité de leur géne, comme I'a démontré une étude
a laquelle j’ai participé (TrROUILLON et al., 2021b) (Appendice A).

A I_ReFQE é;stR B Taille des protéines (aa)
DeoR NrdR o P 10 10 200 R0 30
Léacl AsnC ' '
r F
Hxlg\ ur HTH_LysR LysR_subst_bd
Non classé\ LysR — )
IcIR \\ LysR
MerR < AraC_bd HTH_AraC
LuxR — AraC ( — )
Xre — HTH_Xre Cupin_2
Xre-Cupine O —D

\
/ AraC

FIGURE 2.2. Les familles des FTs OCSs de P aeruginosa PAO1. A) Distribution des familles
des 371 FTs OCSs prédits dans la base de données P2TF (ORTET et al., 2012). B) Représentation
schématique des domaines des familles LysR et AraC et de la sous-famille Xre-Cupine.
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2.1.2 Les principaux autres acteurs

Les facteurs sigma

Les facteurs sigma (o) sont des sous-unités de ’ARN polymérase qui permettent sa fixation spé-
cifique sur certains promoteurs et jouent un role essentiel dans l'initiation de la transcription.
P aeruginosa code pour de multiples facteurs sigma dont le nombre varie selon les souches. 24
facteurs o sont identifiés dans la souche PAO1 dont RpoD (o ”°) qui est un régulateur global
crucial qui permet la transcription de nombreux genes de ménage impliqués dans les processus
fondamentaux de la cellule en reconnaissant la séquence promotrice consensus : TTGACC-N17-
TATAAT (POTVIN et al., 2008). A linverse, le facteur o RpoS (0°®) contrdle la transcription de
plusieurs genes conditionnels impliqués dans la réponse a divers stress comme les températures
élevées ou le stress oxydatif (SuH et al., 1999). Parmi les facteurs o prédits de PAO1, 19 sont
des facteurs alternatifs appelés o ECF (ECF ; fonctions extra-cytoplasmiques). Ces facteurs al-
ternatifs régulent 'expression de certains groupes de genes en réponse a différentes altérations
extracellulaires et sont typiquement inhibés par I'interaction avec un facteur anti-o partenaire.
En réponse a un signal extracellulaire, un récepteur associé situé dans la membrane externe
provoque la libération du facteur sigma de 'anti-o, lui permettant ainsi de réguler ses cibles
selon les conditions environnementales.

Les protéines associées au nucléoide

Les protéines associées au nucléoide (NAPs) sont capables de se lier a ’ADN avec une spécificité
relativement faible et participent a la structuration dynamique du chromosome et la régulation
globale des genes. En recouvrant, en pliant ou en formant des ponts entre les brins d’ADN, ces
protéines modifient 'activité des promoteurs a I’échelle du génome (BROWNING et al., 2010).
En comparaison aux FTs, les NAPs sont supposées plus abondantes et controlent généralement
un plus grand nombre de génes. Cependant, cette définition est incomplete et des exemples
ambigus en démontrent les limites, suggérant que la frontiere entre un FT et une NAP n’est pas
toujours évidente (DORMAN et al., 2020).

Chez P aeruginosa, les 4 principales familles de NAPs sont présentes; Fis, H-NS, HU et IHF
(DILLON et al., 2010). Assez peu documenté dans P aeruginosa, le fonctionnement de ces pro-
téines sera principalement déduit de nos connaissances chez E. coli. Les familles HU, IHF et Fis
organisent le chromosome en induisant des courbures dans ’ADN; Fis et H-NS peuvent for-
mer des ponts ADN-protéine-ADN permettant de former des boucles ; HU et Fis participent a la
structuration du chromosome en entourant ’ADN. L'expression de ces NAPs dépend de la phase

de croissance comme la NAP Fis de E. coli qui est fortement exprimé pendant la croissance ex-
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ponentielle (Azam et al., 1999). Bien que ces NAPs jouent généralement un role de régulateur
général en jouant sur la structure du chromosome, Fis est capable d’activer la transcription de
genes par l'interaction avec la RNAP comme un FT (McLEOD et al., 2002). La paire de NAPs
de la famille H-NS MvaT-MvaU de P aeruginosa est une des mieux caractérisées chez ce patho-
gene. Ces protéines fonctionnent de maniére coordonnée et interagissent préférentiellement
avec les zones riches en AT, suggérant qu’elles permettent la répression d’élément acquis par
HGT puisque le génome de P aeruginosa est riche en GC (CASTANG et al., 2008). Les geénes ré-
primés par MvaT et MvaU sont nombreux et sont impliqués dans des processus variés comme le
catabolisme ou la formation de biofilm, notamment par I'inhibition de 'opéron cupA (Isabelle
VALLET et al., 2004).

Les petits ARNs régulateurs

Les petits ARNs régulateurs sont des ARNs non codants ayant une taille comprise entre 50
et 400 nucléotides (NiTzaN et al., 2017). Ces molécules jouent un réle de régulateur post-
transcriptionnel principalement inhibiteur par l'interaction avec des molécules d’ARNm modu-
lant leur stabilité ou leur traduction (DUTTA et al., 2018). Dans certains cas, cette interaction
peut étre médiée par une protéine chaperonne comme Hfq ou ProQ chez P aeruginosa (VOGEL
et al., 2011; PiTA et al., 2018, GEROVAC et al., 2021). Cependant, certains ARNs ne se lient
pas aux ARNm, mais interagissent avec des protéines liant TARN (RBP) modulant ainsi leur
activité typiquement de régulation post-transcriptionnelle. Un exemple de ce mécanisme sera
détaillé dans la partie 2.2.3 avec la séquestration de RsmA par RsmY et RsmZ chez P aeruginosa
(MORADALI et al., 2017).

Plus de 500 petits ARNs régulateurs ont été identifiés chez P aeruginosa PAO1 (GOMEZ-
LozAaNO et al., 2012) mais peu ont été étudiés. En revanche, le role de certains de ces ARNs a
été identifié, notamment dans la virulence comme SicX, un ARN noncodant de moins de 100
nucléotides régulé par le niveau d’oxygene qui a récemment été identifié comme un acteur de la
transition entre I'infection chronique et I'infection aigué de P aeruginosa (CAO et al., 2023). La
comparaison des ARNs identifiés dans les souches PAO1 et PA14 suggére qu’une part importante
de ces acteurs sont variables entre les lignées de P aeruginosa (GOMEZ-LOzZANO et al., 2015).
Chez P aeruginosa, Hfq apparait comme un régulateur majeur ayant des centaines de cibles
identifiées, variables selon la phase de croissance et le phylogroupe, dont certaines impliquées
dans la virulence comme le SST3 (TROUILLON et al., 2022).
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2.1.3 Un réseau plastique

La diversité des réseaux de régulation génétique, notamment alimentée par la plasticité du gé-
nome, participe a la variabilité phénotypique des bactéries et contribue a 'adaptation de ces
organismes (BALLEZA et al., 2009). La transposition de notre compréhension de la régulation
génétique d’'une souche a une autre doit donc se faire avec parcimonie. En effet, les réseaux
de régulation sont rarement abordés a I’échelle d'une espece, ce qui contraint souvent a I'ex-
trapolation des résultats obtenus dans des souches de référence. Plusieurs mécanismes sont a
I'origine de cette diversité, le plus évident étant le gain ou la perte d’acteurs du réseau de ré-
gulation. Les mutations ponctuelles des régulateurs ou des promoteurs peuvent aussi conduire
a un réarrangement du réseau en modifiant la reconnaissance de 'ADN par les régulateurs
(PEREZ et al., 2009).

Particulierement chez P aeruginosa, cette plasticité participe au succes de ce pathogéne qui
voit son réseau de régulation réorganisé au cours des infections chroniques notamment. Le
gain ou la perte de génes impliqués dans la virulence permet a cette bactérie de moduler sa
pathogénicité dans les poumons de patients CF (GABRIELAITE et al., 2020). En particulier, les
mutations des génes codant pour des régulateurs sont fréquentes au cours de la colonisation
de I'hote. Une adaptation typique de ce pathogene aux poumons des patients atteints de la
CF résulte de la mutation du facteur anti-oc MucA, partenaire du ocECF AlgU. Ce géne est
parmi les plus mutés lors des infections chroniques et résulte en un phénotype mucoide da a
la surproduction des alginates (BOUCHER et al., 1997, MARVIG et al., 2015).

2.2 Régulation de la virulence

Comme précédemment évoqué, ce réseau joue un role clé dans la pathogénicité de cette bactérie
et implique la coordination de ce large éventail de régulateur. Certaines voies de régulation
bien caractérisées sont cruciales pour la virulence de P aeruginosa comme le quorum sensing,

les messagers secondaires nucléotidiques et le systéme Gac/Rsm.

2.2.1 Le quorum sensing

Le quorum sensing (QS) est un systeme de communication utilisé par la plupart des bacté-
ries pour synchroniser leur comportement en fonction de la densité de leur population (C. M.
WATERS et al., 2005). Ce processus repose sur la production et la détection de molécules de
signal appelées autoinducteurs (AI) et permet le déclenchement d’une réponse coordonnée en

modifiant 'expression de nombreux geénes a I'échelle d'une communauté bactérienne (BARR
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et al., 2015). Le systéme s’auto-induit grace a des FTs qui stimulent la production d’Al lorsque

leur concentration franchit un seuil.

Chez P aeruginosa, trois principales voies de QS ont été décrites et sont responsables de la
régulation de 10% des génes : Las, Rhl et Pgs (Fig 2.3). Le QS est crucial pour la pathogenése
de P aeruginosa et contrdle un large éventail de phénotype comme la formation de biofilm ou
la sécrétion de toxines (TURKINA et al., 2019). Les FTs LasR, RhIR, et PqsR contrélent I'ex-
pression des synthases d’Al Lasl, RhlI et Pgsl respectivement (MORADALI et al., 2017 ; GARCIA-
CONTRERAS, 2016). LasI et Rhll synthétisent des molécules qui appartiennent a la famille des
acyl homosérine lactones tandis que le PQS synthéthisé par Pgsl est une quinolone. Les voies
sont interconnectées notamment car leurs régulations sont croisées formant une hiérarchie. En
effet, LasR joue un réle central en activant les systémes Rhl et Pgs, alors que RhIR inhibe le
systeme Pgs et que PqsR active le systeme Rhl (J. LEE et al., 2015). Dans le cas de la voie Rhl,
le contréle de RhlI s’effectue aussi au niveau post-transciptionnel par le biais du petit ARN non
codant RhIS (THOMmASON et al., 2019). Ces interactions entre voies du QS peuvent s’opérer a
d’autres niveaux comme pour PgsE dont le géne est activé par PgsR et qui est capable d’interagir
directement et de moduler l'activité de RhIR (BORGERT et al., 2022).

3-ox0-C12-HSL PQS C4-BHL
o o o

ME

———mm—m———d mmmmm e m ST T -

FIGURE 2.3. Les 3 voies du quorum sensing de P aeruginosa. De haut en bas : Les molécules
Al déclenchant les différents systemes, les voies de synthese des Al (Pgs : PqsABCDE), FTs. Les
interactions régulatrices entre les différentes voies sont indiquées par des fleches en pointillés.
ME : membrane externe. MI : membrane interne.

Une quatriéme voie avait été proposée, sous le nom d’IQS ; cependant, la démonstration que
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I'IQS est en réalité un sous-produit de la pyocheline et que sa voie de biosynthése supposée ne
participe pas au QS a remis en cause cette classification (CORNELIS, 2020). Une nouvelle voie
a récemment été proposée permettant la synthese de 'oxylylipine par la synthase DS régulée
par le FT OdsR (MARTINEZ et al., 2019). Ce systéme difféere des 3 autres puisque la synthese
de I'Al s’effectue dans le milieu extracellulaire aprés que la DS a été sécrétée (MARTINEZ et al.,
2022).

2.2.2 Les messagers secondaires nucléotidiques

Les bactéries utilisent plusieurs nucléotides linéaires et cycliques comme messagers secon-
daires dont la concentration intracellulaire permet de réguler divers processus cellulaires en
réponse a des signaux environnementaux (PESAVENTO et al., 2009). Parmi les plus étudiés,
se trouvent 'adénosine 3’,5'-monophosphate cyclique (AMPc) (McDONOUGH et al., 2012),
I’AMPc dimérique (di-AMPc) (CORRIGAN et al., 2013), le guanosine tetra-/penta-phosphate

((P)ppGpp) (HAURYLIUK et al., 2015), le guanosine 3’,5'-monophosphate cyclique (GMPc) (MARDEN

et al., 2011) et le GMPc dimérique (di-GMPc) (ROMLING et al., 2013).

Le di-GMPc est un des messagers secondaires les plus répandus et les plus étudiés chez les
bactéries (JENAL et al., 2017). La concentration intracellulaire de di-GMPc est orchestrée par
les diguanylate cyclases (DGC) qui le synthétisent a partir de GTP et les phosphodiestérases
(PDE) qui le dégradent. Les DGCs possedent typiquement un domaine GGDEF (Gly-Gly-Asp-
Glu-Phe) qui catalyse la réaction de synthese. Les PDE présentent généralement un domaine
EAL (Glu-Ala-Leu) ou HD-GYP (His-Asp-Gly-Tyr-Pro) qui dégradent le messager secondaire
en di-GMP linéaire (pGpG) ou GMP respectivement. Chez P aeruginosa, plus de 40 protéines
présentent un de ces domaines et pourraient étre impliquées dans le processus d’homéostasie
du di-GMPc (VALENTINI et al., 2016a). Certains domaines EAL présentent des variations tout
en restant fonctionnels comme le domaine ETL de FesR (ROSSELLO et al., 2017) ou EVL de
RocR (H. D. KULASEKARA et al., 2004). Ce messager secondaire peut directement impacter la
traduction d’ARNm par la liaison a des riboswitchs ou étre détecté par des protéines ayant des
roles de régulateur transcriptionnel comme FleQ ou post-traductionnel comme PilZ (TAMAYO
et al., 2007). FleQ est un FT qui contrdle 'expression de génes impliqués dans la formation
de biofilm comme l'opéron pel (ARORA et al., 1997, HICKMAN et al., 2008, C. BARAQUET et al.,
2012, C. BARAQUET et al., 2012). Lorsque la concentration intracellulaire de di-GMPc est faible,
FleQ réprime I'opéron pel en induisant la torsion de la région promotrice. La liaison du di-GMPc
au domaine ATPase AAA+ de FleQ provoque une réorganisation de ’hexamere libérant un des
sites de fixation du FT induisant l'activation du promoteur (MATSUYAMA et al., 2016) (Fig 2.4).
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FIGURE 2.4. Activation de 'opéron pel par FleQ en réponse au di-GMPc. U'hexamere de
FleQ se lie au promoteur pel sur 2 sites spécifiques. La fixation de di-GMPc sur FleQ induit un
changement conformationnel du FT et rend le promoteur de pel accessible pour la transcription
des genes. (MATSUYAMA et al., 2016).

La concentration intracellulaire ’AMPc est modulée par les adénylate cyclases capable de
le synthétiser et les phosphodiestérases qui le dégradent en AMP (FucHs et al., 2010). LAMPc
joue un réle clé dans la pathogénicité de P aeruginosa notamment par I'activation de Vfr, connu
pour induire I'expression de facteurs de virulence tels que les T4Ps ou, par l'intermédiaire du
FT ExsA, le SST3 (MARSDEN et al., 2016, CORRIGAN et al., 2013). Dans P paraeruginosa, Vfr
est responsable de l'activation de la synthése du TPS ExIBA (Berry et al., 2018). Ces deux
messagers sont les marqueurs de la dichotomie entre les deux modes de vie de la bactérie. Une
faible concentration de di-GMPc et une forte concentration d’AMPc est caractéristique du mode
de vie planctonique associé a 'expression de nombreux facteurs de virulence. Au contraire, un
taux élevé de di-GMPc et un niveau d’AMPc faible sont associés au mode de vie en biofilm, avec

notamment une production plus importante d’exopolysaccharides (Moscoso et al., 2011).

L'adhérence de P aeruginosa a une surface, notamment via ses T4Ps, est I'’étape pivot entre ces
deux modes de vie qui est un point de bascule entre les niveaux intracellulaires de cAMP et de di-
GMPc. Ainsi, la perception de la surface provoque une rapide augmentation des concentrations
des deux messagers, stimulant la production de T4Ps. La bactérie se divise ensuite de maniére
asymétrique, permettant le maintien d’une cellule fille attachée a la surface avec des niveaux de
di-GMPc élevés et le détachement d’une cellule fille disposant du flagelle contenant de faibles
concentrations de di-GMPc (KUucHMA et al., 2022, LAVENTIE et al., 2019).

2.2.3 Le systeme Gac/Rsm

La voie Gac/Rsm est 'articulation d’acteurs de diverses natures : le TCS GacS/GacA, les petits
ARN régulateurs RsmY et RsmZ et le régulateur post-transcriptionnel RsmA. GacA active la

transcription de RsmY et RsmZ qui possedent plusieurs sites de liaison a RsmA, ce qui conduit
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a sa séquestration. RsmA est une RBP qui module l'initiation de la traduction d’ARNm par la
reconnaissance du motif GGA exposé dans une boucle ou une tige-boucle en 5’ de ces molé-
cules. En altérant la structure des ARNm cibles, RsmA peut avoir un effet positif ou négatif sur
leur traduction, typiquement en modulant 'accesibilité des séquences de Shine-Dalgarno aux
ribosomes. Ce régulateur joue un role clé dans la transition entre infection aigué et chronique
en inhibant notamment la formation du biofilm et en induisant la production de facteurs de
virulence comme le SST3 (Fig 2.5A)(BrRENCIC et al., 2009a, IrRIE et al., 2020). Dans certains
cas, les mécanismes de régulation de RsmA sont bien caractérisés comme pour les ARNm de psl
et phz avec des effets antagonistes. RsmA se fixe aux extrémités 5’-UTR de ces ARNm favorisant
ou empéchant la formation de structure en épingle pour pel et phz respectivement (IRIE et al.,
2010, REN et al., 2014). Ces structures entravent la reconnaissance des ARNm par le ribosome,
inhibant leur traduction. Récemment, le nombre de transcrits qui interagissent avec RsmA a
été évalué a plus de 800 (GEBHARDT et al., 2020, CHIHARA et al., 2021).

Ce systeéme s’est complexifié devenant l'illustration d’'une cascade de régulation élaborée ar-
ticulant de mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels (Fig 2.5B). Plusieurs études
suggerent que Hfq pourrait participer a ce réseau notamment car une grande partie de ses ARN
cibles sont communes avec ceux de RsmA (GEBHARDT et al., 2020). L'interaction de Hfq avec
le petit ARN non codant sRNA 179 participe a 'activation de rsmY (JANSSEN et al., 2020). De
plus, Hfq est nécessaire a la régulation de vfr par RsmA en permettant sa fixation sur ses ARNm
cibles (Fig 2.5B )(IrIE et al., 2020). Ce mécanisme pourrait impliquer RhlS qui interagit avec
Hfq et active la traduction de Vfr (TROUILLON et al., 2022). En régulant notamment différents
FTs comme FleQ, ExsA et RhIR, le régulateur global Vfr orchestre des phénotypes variés comme
la pathogénese et la formation de biofilm. La voie Gac/Rsm s’avere ainsi particulierement inter-
connectée avec le QS, intégrant le di-GMPc et ’AMPc mettant en scene des acteurs de natures

variées illustrant la richesse des réseaux de régulation bactériens.

La représentation de ce systéme est simpliste et d’autres protéines identifiées sont impli-
quées. Ainsi, la transduction du signal par GacS fait appel a de nombreux acteurs interconnec-
tés qui seront présentés dans le chapitre 3. De plus, RsmW et RsmV sont des ARNs similaires
a RsmY et RsmZ qui participent a la régulation de RsmA mais qui ne sont pas sous le controle
de GacA (JANSSEN et al., 2018b, MILLER et al., 2016). Enfin, RsmN est une RBP qui est aussi
séquestrée par les 4 ARNs Rsm et dont les ARNm cibles différent de ceux de RsmA (CHIHARA
et al., 2021).

LE RESEAU DE REGULATION GENETIQUE DE P AERUGINOSA

25



26

B SRNA 179 + Hfq
GacA h'dr P

RhIS EJ// >

= = e GHE LN
rsmY rsmZ

v v AMOPP\A Vfr

2 N
ng RsmA

0 I [ [T
/ \ fleQ  exsA rhiR CA-BHL

v v v
Chronique  Aigué di-GMPc (0 0
SST6 SST3 (] ]

Biofilm Planctonique

FIGURE 2.5. Le systeme Gac/Rsm. A) Une fois phosphorylé, le RR GacA active la transcription
des geénes des petits ARN régulateurs RsmY et RsmZ. Ceux-ci présentent des structures « en
épingle » et vont séquestrer RsmA I'empéchant de réguler ses ARNm cibles impliqués dans la
transition entre mode de vie planctonique et sessile B) Modele hypothétique d’interconnexions
entre Hfq, le QS, 'AMPc, le di-GMPc et RsmA.
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3 LES SYSTEMES DE REGULATION

A DEUX COMPOSANTS DE P aeruginosa

Sommaire

3.1 BasesmoléculairesdesTCSs ... ........ i ennneen. 29
3.1.1 DiversitédesHKS. . . . . .. .. e 29

Les domaines senseurs cytoplasmiques . . ... . ... ... ... ... 30

Les domaines senseurs périplasmiques . . ... .. .. ... ... 30
Latransmissiondusignal . . . .. ....... ... ... ... ... ... 31

3.1.2 Diversité desRRS . . . . . . . .. e 32
Ledomaine REC . . ... ... ... it 32

Les domaines effecteurs. . . . ... ... ... ... o 33

Les mécanismes de régulation . . . . ... ............... ... 34

3.1.3 Letransfert de phosphate . ......... ... .. ... . ....... 34

Les phosphorelais . ... ........ .. ... ... 35

Spécificité de l'interaction . ... ... ... ... ..., 36

3.1.4 Evolutiondes TCSS . . . .. .. ittt e 37
Plasticité des TCSS . . . . . . o ot it e e 37
Interconnexions des TCSS . . . . . .. .ottt ittt 38

3.2 Leréseaudes TCSsde P aeruginosad . ... ........ooueeeueeaneens 39
3.2.1 LeréseauGac/RsmetHptB . ... ... ... ... ... ... ....... 40
3.2.2 Régulationdescup . . . . .. .. oo e 41
3.2.3 Larésistance auX MEtAUX . . « . v v v v v v v v v e e e e e e e e e 43
3.24 Lesnouveaux défis. .. ... ... ... . ... . ... 43

LES SYSTEMES DE REGULATION A DEUX COMPOSANTS DE P AERUGINOSA

27



28

Confrontées a des environnements aux conditions variables, les bactéries sont exposées a une
myriade de stimuli de natures variées. La perception de signaux extracellulaires est un défi
important pour I'adaptation de ces organismes qui ont recours a de nombreux systemes de
transduction de signaux pour y parvenir comme les sérine-thréonine kinases, les cECE les

chimiosenseurs ou les systemes de régulation a deux composants (TCSs).

Les TCSs forment une des plus grandes familles de systemes de transduction ; tres répandus
chez les bactéries, ils sont aussi présents dans certaines plantes et champignons. Le modele
archétypal des TCSs implique deux protéines communiquant par transfert de phosphate : une
histidine kinase (HK) et un régulateur de réponse (RR). Typiquement transmembranaire, les
dimeres de HKs s’autophosphorylent sur un résidu His conservé a partir d’ATP en réponse a
un signal. Le groupement phosphate est ensuite transmis au RR sur un résidu Asp conservé

conduisant I'activation de cette protéine qui est souvent un FT (Fig 3.1).

Histidine kinase Régulateur de réponse
® ®
¢ N 3
H ATP D
Signal —— — Reéponse

Senseur Transmetteur Receveur Effecteur

FIGURE 3.1. Archétype du TCS. Domaines transmetteurs en violet. En violet, les domaines
transmetteurs ; en orange, le domaine receveur ; en gris, le domaine senseur de 'HK et effecteur
du RR

Ces systemes jouent un role clé dans la physiologie des microorganismes en participant no-
tamment a leur adaptabilité. Depuis la premiere utilisation de I'appellation TCS en 1986, nos
connaissances de ces systemes sont en constante expansion (NIxXON et al., 1986). Ils sont pré-
sents dans la plupart des genres bactériens et leur nombre est proportionnel a la taille des
génomes (Fig 3.2). Abondants chez P aeruginosa, ils jouent un role majeur en controlant de
multiples phénotypes comme la virulence, la formation de biofilm ou la résistance aux antibio-
tiques (FrRANCIS et al., 2018).
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FIGURE 3.2. Nombre d’acteurs de TCS identifiés dans différents genres bactériens. Les
acteurs comprennent les HKs, RRs et HPts répertoriés dans MiST. (GUMEROV et al., 2020)

3.1 Bases moléculaires des TCSs

Le nombre d’excellentes revues qui traitent en détail des fonctionnements des TCSs est consi-
dérable allant de la perception du signal (MASCHER et al., 2006) a la réponse (GALPERIN, 2010)
en passant par la transduction (CASINO et al., 2010), les interférences (ROWLAND et al., 2014)
et 'évolution (CAPRA et al., 2012). Dans cette partie, une vision synthétique sera donnée pour
comprendre les mécanismes en jeu et la diversité de ces systémes en exemplifiant ces propos
avec P aeruginosa si possible.

3.1.1 Diversité des HKs

L’'activité de 'HK repose sur deux domaines essentiels, dits "transmetteurs", qui sont largement
conservés et forment le coeur fonctionnel des HKs. Le domaine de dimérisation et de phospho-
transfert d’histidine (HisKA ou DHp) qui contient I'His acceptant le phosphate et entre directe-
ment en contact avec le RR et le domaine de catalyse du transfert de phosphate de '’ATP (CA).
Les domaines coeurs HisKA/CA sont généralement associés a des domaines "senseurs" impli-
qués dans la détection et/ou la transduction du signal dans la partie N-terminale de la HK. Ces
domaines peuvent étre situés dans la partie cytoplasmique ou périplasmique de la protéine per-
mettant la détection de signaux dans les différents compartiments cellulaires. Dans la grande

majorité des cas, la nature du signal est inconnue et son identification est difficile.
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Les domaines senseurs cytoplasmiques

Les domaines Per-ARNT-Sim (PAS) sont les principaux domaines senseurs cytoplasmiques des
HKs. Ces domaines sont présents dans de nombreuses familles de protéines de transduction
de signaux et fonctionnent comme des modules de détection intracellulaire largement répan-
dus chez les HKs et souvent impliqués dans leur dimérisation (MOGLICH et al., 2009, STUFFLE
et al., 2021). Classiquement, le ligand est une petite molécule reconnue dans une fente d'un
homodimere de PAS mais le signal peut aussi étre la teneur en oxygene, le potentiel redox ou la
lumiere (HENRY et al., 2011). Un autre mécanisme a été observé dans certaines HKs impliquant
la reconnaissance d’ions métalliques a la surface du domaine PAS comme dans WalK chez Sta-
phylococcus aureus (MONK et al., 2019). Dans les HKs, les domaines PAS sont souvent situés en
amont des domaines HisKA/CA et sont impliqués dans la transduction du signal comme dans
le cas de BvgS chez Bordetella pertussis ou ils jouent un réle mécanique dans I'activation du
systeme (DUPRE et al., 2015b). Ces domaines peuvent aussi participer a I'inhibition de 'HK en
jouant le role de verrou en absence de signal comme dans RavS chez Xanthomonas campestris
(CHENG et al., 2019).

D’autres domaines senseurs peuvent étre associés aux HKs comme les domaines GAF (PDE
liant le GMPc, Adenylate cyclases d’Anabaena et FhlA d’E. coli) capables de détecter le di-GMPc
(ZORAGHI et al., 2004).

Les domaines senseurs périplasmiques

Les principaux types de domaines périplasmiques des HKs sont les domaines senseurs de type «
protéine de liaison périplasmique » (PBP), domaines « Canaux Ca**, récepteur de chimiotaxie
» (CACHE) et les domaines « PhoQ-DcusS-CitA » (PDC).

Les domaines PBP sont présents dans d’autres familles de protéines aux fonctions variées
comme les transporteurs a cassettes liant 'ATP (Tawm et al., 1993). Typiquement, deux domaines
PBP d’une protéine interagissent pour former le site de liaison du ligand a l'interface, adoptant
une conformation ouverte ou fermée si la molécule signal est présente. Les protéines ayant un
domaine PBP ont une grande variété de ligands identifiés comme des hydrates de carbone, des
acides aminés, des anions, des ions métalliques, des dipeptides et des oligopeptides (DWYER
et al., 2004). En revanche, les signaux percus par les domaines PBP des HKs sont rarement
connus sauf pour la HK BvgS chez Bordetella pertussis qui posséde deux domaines PBPs nommés
« Venus-Fly trap » capable de détecter la nicotine (DUPRE et al., 2015a). Plusieurs sous-familles
de domaines appartiennent au groupe des PBPs comme le domaine Sbp bac 3 qui est présent
dans 'HK RocS1 de P aeruginosa.
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Les domaines PDC sont parfois classés comme une sous-famille périplasmique de la famille
des domaines PAS, en se basant sur les homologies structurelles entre les deux domaines, et sont
fréquents dans les protéines de transduction de signaux (CHANG et al., 1992). La nomenclature
de ces domaines est sujet a débat et il a été proposé que les domaines PAS périplasmiques
devraient plut6t étre classés comme des domaines CACHE (UrADHYAY et al., 2016). Les signaux
identifiés par ces domaines sont variés et sont généralement des petites molécules comme les
HKs CitA et DcuS dont les domaines PDC détectent directement le citrate et le C4-dicarboxylate
respectivement (KRAMER et al., 2007). Il est intéressant de noter que cette derniere molécule
est aussi reconnue par le domaine CACHE de DctB dans Rhizobium leguminosarum, démontrant
que des domaines différents sont capables de reconnaitre les mémes signaux (REID et al., 1998).
Ces domaines peuvent aussi se lier 4 des métaux divalents comme le Ca®" et le Mg?" capable
de se fixer au domaine PDC de PhoQ chez Salmonella typhimurium (VEscovi et al., 1997).

La multiplication de ces domaines de détection, souvent en combinaison, permet l'intégra-
tion d’'une multitude de signaux. L'intégration de plusieurs signaux peut amplifier I'activation
d’'une HK comme dans le cas de VirA de Agrobacterium tumefaciens capable de détecter les
monosaccharides dans le périplasme et dont I'activation est améliorée par la détection de phé-
nol cytoplasmique (CHANG et al., 1992). La détection de ces signaux peut étre indépendante
comme dans le cas des domaines périplasmiques PBP de BvgS chez Bordetella bronchiseptica
qui sont capables d’activer ’'HK en absence des domaines cytoplasmiques PAS (SOBRAN et al.,
2019).

La transmission du signal

Les HKs possédent généralement un domaine transmembranaire constitué de 2 a 4 hélices al-
pha. La perception du signal induit un réarrangement conformationnel qui doit traverser la

membrane. Quatre mouvements de ces hélices sont proposés pour expliquer ce phénomene :

’association/dissociation, le mouvement piston, le mouvement de ciseaux et la rotation (GUSHCHIN

et al., 2018).

Certaines HKs possédent un domaine HAMP dans la partie cytoplasmique a proximité des
hélices transmembranaires (PARKINSON, 2010). Ce domaine joue aussi un role dans la trans-
duction du signal en participant aux changements conformationnels de I'HK. Par exemple, le
domaine HAMP de I'HK NarQ de E. coli permet la conversion du mouvement de piston des
hélices transmembranaires en rotation (GUSHCHIN et al., 2017). Les domaines HAMP sont de
plus capable de transmettre ces changements de conformation dans les deux sens comme il a

été observé pour la protéine LapD de Pseudomonas fluorescens (COOLEY et al., 2016).
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3.1.2 Diversité des RRs

Les RRs sont composées d'un domaine receveur (REC) N-terminal conservé et d'un domaine
effecteur C-terminal dont les fonctions sont diverses. Le plus souvent, le domaine effecteur est
un DBD et ces RRs appartiennent donc a la famille des FTs capables de se fixer a 'TADN pour
moduler la transcription des genes. Ces domaines effecteurs peuvent aussi avoir des activités
enzymatiques ou étre impliqués dans les interactions protéine-protéine. Dans certains cas, le
domaine REC n’est associé a aucun autre domaine comme dans le cas de CheY. Ce RR est
capable de se lier a la protéine FliM a la base du flagelle induisant la rotation de ce dernier
dans le sens horaire (FERRANDEZ et al., 2002) (Fig 3.3).

Taille des protéines (aa)

A B (I) . 1(.)0 ) 200 ) 3(.)0 . 490

Non classé
— REC trans reg C
OmpR ( H )
HTH_LuxR
NarL ( H )
AAA+ HTH_8
FT|NtrC — ) )
HTH_LytTR
LytTR (@
HTH_8
PrrA  ( ) | )
— EAL

VieA S

FIGURE 3.3. Les RRs de P aeruginosa PAO1. A) Distribution des familles des 371 RRs pré-
dits dans la base de données P2CS (OrTET et al., 2015). B) Représentation schématique des
domaines des familles de RR ayant un DBD (FT) et de la famille VieA possedant un domaine
avec une activité PDE.

Le domaine REC

Lorsque le résidu Asp conservé du domaine REC est phosphorylé, cela induit un changement
de conformation et module l'activité de la protéine. En plus de I’Asp phosphoaccepteur, les do-
maines REC possedent également un groupe de résidus conservés dans le site actif qui sont
importants pour la phosphorylation et la propagation du signal (S.-Y. LEE et al., 2001). Le do-
maine REC est composé de cing hélices a entourant un feuillet  paralléle central a cinq brins.
Les RRs existent ainsi en deux états, inactif et actif, qui résultent typiquement de la phospho-
rylation et de la dimérisation. La substitution de certains résidus du domaine REC des RRs
permet dans certains cas d’inactiver ou d’activer constitutivement la protéine en prolongeant

ou en mimant I’état de phosphorylation (SmiTH et al., 2003).
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Généralement, le statut phosphorylé du RR représente I'état actif, tandis que I’état non phos-
phorylé est inactif. Cependant, certains RRs sont actifs sous la forme non phosphorylée comme
AlgR chez P aeruginosa. Lorsque ce RR est phosphorylé par la HK AlgZ, il active notamment
les genes des T4Ps (WHITCHURCH et al., 2002). En revanche, I'activation transcriptionnelle de
I'opéron alg par AlgR est indépendante de sa phosphorylation (MA et al., 1998). In vitro, les
RRs non phosphorylés peuvent se fixer a leurs cibles ADN, mais avec une affinité plus faible
qu’a I’état phosphorylé (JONES et al., 2005a).

Les domaines effecteurs

Les RRs présents chez les bactéries sont souvent des FTs (64,5% ; GALPERIN, 2010) et peuvent
étre classés en sous-familles selon leur DBD présentant une grande diversité de fonctionne-
ments. Les sous-familles OmpR, NarL et NtrC sont les plus représentées chez les bactéries et
chez P aeruginosa (GALPERIN, 2010). La sous-famille OmpR présente un domaine HTH ailé
qui se lie généralement en tandem par un dimérisation en téte a téte des domaines REC (GAO
et al., 2010). La sous-famille NarL est caractérisée par le domaine HTH de type LuxR (aussi
appelé GerE). Il a été observé dans cette sous-famille que la fixation a ’ADN peut favoriser la
dimérisation de certains RRs comme dans le cas de NarL (MARIs et al., 2002). La sous-famille
NtrC présente 'association d’'un domaine ATPase AAA+ et du DBD Fis (GALPERIN, 2010). Les
trois domaines de ces RRs participent a leur oligomérisation et régulent l'activité du domaine
ATPase (S.-Y. LEE et al., 2003). Le role de ce dernier est de catalyser I'isomérisation du complexe
fermé entre le promoter et o>*-RNAP en complexe ouvert. FleQ est un régulateur qui posséde
la méme architecture que les RRs NtrC mais son domaine REC ne présente pas ’Asp conservé
nécessaire a sa phosphorylation qui est remplacée par une Ser. Ce domaine REC est nécessaire
aux fonctions de FleQ en participant a I'oligomérisation de ce FT (ARORA et al., 1997, Su et al.,
2015). A I'état inactif, plusieurs conformations ont été observées pour les RRs de ces familles
impliquant généralement de nombreux contacts entre le domaine HTH et le domaine REC,
comme pour NarL, ce qui bloque stériquement la reconnaissance de ’ADN (BAIKALOV et al.,
1996).

Les RR possédant des activités enzymatiques représentent 8% des RRs identifiés dans les
bactéries (GALPERIN, 2010). La plupart sont des régulateurs du di-GMPc et arborent des do-
maines GGDEE EAL ou HD-GYP (ROMLING et al., 2005). Un deuxiéme groupe important est
celui des protéines de type CheB ayant une activité méthylestérase (DJORDJEVIC et al., 1998).
Plus rarement, les RRs peuvent étre dotés de domaines de liaison aux protéines ce qui re-
présentent 1% des RRs (Galperin 2010). C’est le cas par exemple de CbrB qui interagit avec
RmcA, une protéine membranaire avec un domaine GGDEF et un domaine EAL régulant ainsi
la formation du biofilm et 'expression du SST3 (KONG et al., 2022). 1% des RRs possede un do-
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maine de liaison a ’ARN appartenant a la sous-famille ANTAR des facteurs d’anti-terminaison
tels que AmiR (O'HArA, 1999). Enfin, environ 23% des RRs identifiés chez les bactéries sont

uniquement constitués d’'un domaine REC (GAO et al., 2019).

Siles RRs présentent souvent une architecture simple de domaines REC-effecteurs, ils peuvent
avoir des organisations plus complexes avec des domaines de signalisation supplémentaires,
notamment PAS, GAF ou HisKA. La grande variété de RRs identifiés a ce jour souligne la poly-

valence du domaine REC et des TCSs.

Les mécanismes de régulation

L'autorégulation transcriptionnelle des TCSs est courante et joue un role clé dans I'activation de
ces systemes. Non seulement impliqué dans I'ajustement de la réponse, ce mécanisme d’auto-
régulation est nécessaire dans certains systemes comme PhoPQ de S. enterica serovar Typhimu-
rium. Dans ce cas, la modification du site de fixation de PhoP sur le promoteur de son propre
gene a abrogé l'activation des cibles de PhoPQ (MiTrROPHANOV et al., 2010). Ces processus
d’autorégulation peuvent aussi participer a la limitation de phénomeéne d’interférence entre les

TCSs en renforc¢ant certains RRs par une surproduction (GROISMAN, 2016).

Il a récemment été observé que les HKs phosphorylées peuvent étre séquestrées par des RRs
non partenaires, comme dans le systeme MtrAB de Mycobacterium tuberculosis. Ainsi, MtrB
démontre une meilleure affinité pour certains RRs que pour MtrA (SANKHE et al., 2023). Ce
processus pourrait maintenir un systeme vérrouillé en 'absence d’un signal suffisamment fort,
évitant une fuite qui pourrait notamment devenir une réponse disproportionnée en cas d’auto-

régulation.

3.1.3 Le transfert de phosphate

Dans les TCSs, la communication entre I’'HK et le RR repose sur un phosphotransfert entre
deux résidus His-Asp. Le groupement phosphate se lie de maniere covalente et réversible aux
senseurs et aux régulateurs modulant ’état d’activation de ces protéines par des réarrangements
conformationnels. Sa transmission requiert la coordination de plusieurs domaines entre I'HK et
le RR. Typiquement les HKs ont une activité d’autokinase permettant la phosphorylation du RR
mais elles peuvent avoir une activité phosphatase conduisant a sa déphosphorylation, ou étre
bifonctionnelles. Bien que les RRs catalysent généralement leur phosphorylation a partir de
I’'HK in vivo, ils peuvent se phosphoryler in vitro par le biais de petits phosphodonneurs comme
le phosphate d’acétyle (LUKAT et al., 1992). ATlinverse, le domaine REC est aussi impliqué dans

I'autodéphosphorylation du résidu Asp ce qui participe a l'interruption de la signalisation en
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absence de stimulus.

Les phosphorelais

Classiquement, le transfert de phosphate s’effectue de ’'His du domaine HisKA de ’'HK vers I'Asp
du domaine REC du RR. Cependant, les HKs sont des protéines modulaires et dans certains cas,
la transmission implique plusieurs étapes en raison de protéines d’'HKs plus compexes (Fig 3.4).

Classique Hybride Non orthodoxe C|a33|que

H~® HA1 H-~® HA1 H\’\®
H2 @-H '>\
~®

%—Dw@) %— D2 %Dw@ Non or‘thodoxe Hybrlde

FIGURE 3.4. Les types d’HKs. A) Phosphorelais impliqué dans les différents types d’HKs. Les
domaines HisKA/CA, REC, HPt des HKs et des modules HPt sont abbrégés en H1, D1 et H2
respectivement. De méme, le domaine REC du RR est annoté D2. B) Les différents types d’HKs
dans le génome de PAO1 d’apres la base de données P2CS (ORTET et al., 2012).

Ainsi, les HKs "hybrides" possédent un domaine REC a leur extrémité C-terminale qui recoit
le groupement phosphate du domaine HisKA : elles représentent 21% des HKs de PAO1. Dans
ce cas, le bon adressage du phosphate au RR nécessite une troisieme protéine possédant un
domaine de phosphotransfert contenant une histidine (HPt). Ces modules HPt sont monomé-
riques et jouent le role d’intermédiaire entre ’'HK hybride et le RR. Trois HPt sont prédits dans
le génome de PAO1 : HptA, HptB et HptC (RODRIGUE et al., 2000). Ces modules permettent de
connecter plusieurs HKs et plusieurs RRs formant des réseaux branchés, cependant seul HptB

possede des partenaires identifiés comme il sera présenté dans la partie 3.2.1.

Dans le cas de HK "non-orthodoxes" qui représentent 8% des HKs de PAO1, le senseur com-
porte successivement les domaines HisKA/CA, REC et HPt impliquant un phosphorelais en trois
étapes avant d’atteindre le RR. Certaines organisations non conventionnelles de domaines sont
également observées, comme le cas de la protéine RetS de P aeruginosa qui possede deux do-
maines REC successifs (GOODMAN et al., 2004). La HK ShkA chez Caulobacter crescentus possede
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également deux domaines REC, dont un fusionné avec le domaine CA et qui est impliqué dans la
détection du di-GMPc (DUBEY et al., 2020). Enfin, certaines HKs sont dépourvues de domaines
transmembranaires et sont donc solubles dans le cytoplasme. C’est le cas par exemple de CheA
qui régule ses RRs partenaires CheY et CheB impliqués dans le controle de la chimiotaxie chez
les protéobactéries (BiLwEes et al., 2003). Il est intéressant de noter que la quasi-totalité des
HKs hybrides et non orthodoxes semblent s’intégrer dans des réseaux de TCSs de plusieurs HKs
a communication croisée, plutot que dans des réseaux canoniques a une paire, comme il sera
détaillé pour GacS, RetS, LadS, PA1611 et SagS dans la partie 3.2.1.

Spécificité de I'interaction

Les HKs présentent généralement une préférence cinétique pour leur régulateur de réponse
(Jeffrey M SKERKER et al., 2005). L'interaction spécifique entre 'HK et son RR partenaire repose
sur Pappariement approprié des acides aminés de ces protéines. Ainsi, il existe un nombre limité
de résidus déterminants pour cette spécificité dans les domaines HisKA/CA et REC au niveau
de l'interface d’interaction entre les deux domaines (Fig 3.5) (Jeffrey M. SKERKER et al., 2008
, CASINO et al., 2009). Ces résidus sont typiquement enrichis en petit résidus, hydrophobes
et polaires, suggérant que la reconnaissance est médiée principalement par des interactions
hydrophobes et de van der Waals qui favorisent la complémentarité stérique (PODGORNAIA et
al., 2013). 11 a été observé que le domaine HisKA suffit pour la reconnaissance par REC, mais
la partie CA pourrait aussi jouer un role dans la spécificité (PARK et al., 1998, CASINO et al.,
2009).

D’autres mécanismes participent a la spécificité de la signalisation notamment en empéchant
les interactions avec d’autres TCSs. Parmi ces processus, ’activité phosphatase de certaines HKs
permet de maintenir le RR partenaire dans un état inactif prévenant toutes phosphorylations
par d’autres HKs comme dans le cas de CopS de P aeruginosa qui sera présenté dans la partie
3.2.3. Le bon ajustement des concentrations de HKs et de RRs participe aussi a cette préférence
cinétique. Les RRs sont typiquement plus abondant que les HKs avec un ratio estimé a 1/35 pour
EnvZ et OmpR chez E. coli (CAl et al., 2002), ce qui renforce la compétition pour le phospho-
transfert. Enfin, des modifications du RR peuvent aussi altérer son affinité pour les HKs comme
I'acétylation. Dans le cas de TerX, I'acétylation de ce RR empéche les interférences avec le TCS
MtrAB de Mycobacterium tuberculosis. En absence de cette modification post-traductionnelle,
TerX capte le groupement phosphate de MtrB, verrouillant ainsi 'activation de MtrA (K. K.
SINGH et al., 2019).
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FIGURE 3.5. Interaction entre le domaine REC et le domaine HisKA/CA. Représentation de
I'interaction entre le domaine HisKA/CA (vert) de HK853 et le domaine REC de RR468 (violet)
de Thermotoga maritima par une vue d’ensemble (A) et un focus sur les résidus H260 de 'HK
et D53 du RR interagissant avec le groupement phosphate (remplacé par du SO,) (B)(PDB :
3DGE; CAsINO et al., 2009

3.1.4 Evolution des TCSs

Plasticité des TCSs

Les TCSs sont tres répandus chez les bactéries et leur abondance contribue a 'adaptabilité
de ces organismes. Le nombre de TCSs est tres variable selon les especes bactériennes; rare
dans les bactéries dont le mode de vie est restreint a un héte comme Mycoplasma genitalium
dont le génome ne porte aucun TCS prédit, il peut atteindre des centaines dans les bactéries
confrontées a des environnements variés comme Sorangium cellulosum qui possede un génome
codant pour pres de 200 acteurs de TCS (MiST, GuMEROV et al., 2020). Ces TCSs peuvent étre
conservés au sein d’'un espece ou dans un genre bactérien comme le systéme ColRS des Pseudo-
monas. Ce TCS, capable de détecter les métaux, appartient au génome cceur de Pseudomonas
mais son RR est capable de controler des cibles différentes selon les souches, principalement
dli a la conservation ou I'absence des motifs d’ADN qu’il reconnait ou des genes qu’il controle
(WIEsSMANN et al., 2023). La présence ou I'absence de TCSs entre différentes bactéries peut
avoir des répercussions sur le phénotype comme pour les pathogeénes Staphylococcus aureus
et Staphylococcus saprophyticus ; Le génome de cette derniere, en comparaison de celui de S.
aureus, est dépourvu des génes de 6 TCSs impliqués dans la régulation du métabolisme et de

la résistance aux antimicrobiens. Ces différences peuvent s’expliquer par le fait que les niches
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environnementales de S. saprophyticus sont plus restreinte que S. aureus (RAPUN-ARAIZ et al.,
2020).

L’abondance de ces protéines dans certaines espéces s’explique par deux processus : les éve-
nements de duplication, facilités par la proximité des genes de HKs et de RRs, et les HGT (L.AUB
et al., 2007). Les deux mécanismes se produisent dans des proportions différentes selon les es-
peces. Par exemple, si 20% des HKs de P syringiae sont issues d’HGT, ce n’est le cas pour aucune

HK de Streptomyces coelicolor qui posséde un nombre similaire de HK (ALMm et al., 2006).

La duplication de TCSs provoque typiquement I'apparition d’interférences entre les deux
systemes incapables de se discriminer en raison de leurs homologies. Ces interférences peuvent
avoir lieu au niveau du transfert de phosphate ou des genes régulés : elles sont inévitables et
ont des répercussions négatives comme la diffusion du signal (RowLAND et al., 2014). Les
TCSs dupliqués sont donc contraint d’évoluer rapidement pour former un TCS isolé ou pour
acquérir de nouvelles fonctions sous peine d’étre un fardeau métabolique. Plusieurs processus
sont impliqués comme la différenciation des domaines senseurs de 'HK, les changements de
fonctions du RR ou la modification de la spécificité du transfert de phosphate (LAUB et al.,
2007). Cette derniere option implique la coévolution des résidus impliqués dans l'interaction
entre les domaines HisKA/CA et REC et pourrait précéder les deux autres processus (ROWLAND
et al., 2014). Dans certains cas cependant, les interférences sont maintenues comme les TCS
NarXL et NarQP de E. coli qui sont partiellement isolés puisque la HK NarX est capable d’activer
les deux RRs qui se fixent au méme motif (NORIEGA et al., 2010). Dans ce cas, ces interférences

maintenues, potentiellement bénéfiques, sont qualifiées d’interconnexions.

Interconnexions des TCSs

Les interconnexions entre TCSs permettent I'intégration de plusieurs signaux et le controle de
plusieurs RRs aux fonctions potentiellement différentes. Plusieurs types d’interconnexions ont
été rapportés et peuvent étre diviser en 5 catégories (Fig 3.6) (AGRAWAL et al., 2016. Les deux
premiers mécanismes impliquent la formation d’hétérodimeéres entre les HKs ou les RRs de deux
TCSs distincts.

La formation d’hétérodiméres d’HKs peut étre illustrer par les HKs non orthodoxes RscS et
SypF de Vibrio fischeri. Dans cet exemple atypiques, RscS et SypF forment des hétérodimeéres
grace au domaines H2 et le domaine H1 de RscS assure l'activation SypF démontrant comment

une HK peut exploiter I'activité d’'une autre HK (NORSWORTHY et al., 2015).

Si la plupart des RRs agissent en homodimere, des exemples d’hétérodimérisation permet-
tant des interconnexions entre TCSs ont été observés comme pour RcsB dans E. coli. Le RR RcsB

fait partie d’'un réseau complexe de phosphorelais impliqué notamment dans la formation de
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biofilm (MAJDALANT et al., 2005). ResB non phosphorylé peut former des hétérodimeres avec
le RR BglJ pour activer 'opéron cryptique bgl en levant la répression de H-NS (VENKATESH et
al., 2010). U'hétérodimerisation des RRs permet ainsi la reconnaissance d’un motif spécifique
étendant les régulons des TCSs.

La communication croisée consiste en la phosphorylation d'un RR par une HK différente de
sa partenaire. La corégulation implique la compétition ou la coopération de deux RRs pour la
régulation d’une cible. Enfin, la régulation croisée est la régulation par un TCS de genes codant
pour un autre TCS. Les résultats présentés dans la suite de ce manuscrit permettront d’illustrer
ces 3 mécanismes (Chapitre 6 et 7).

TCSs isolés Hétérodimeres Hétérodimeres Communications Corégulation Régulations
de HKs de RRs croisées croisées

FIGURE 3.6. Interconnexions entre les TCSs. Représentations schématiques des 5 types in-
terconnexions possibles entre deux TCSs (adapté de AGRAWAL et al., 2016)

3.2 Le réseau des TCSs de P aeruginosa

Les génomes des souches de P aeruginosa codent pour de nombreux TCSs comme c’est le cas
de PAO1 qui possede 63 HKs, 73 RRs et 3 modules HPt (Ortet 2015). En général, les génes
codant pour un RR et son HK partenaire sont organisés en opéron ce qui facilite I'identifica-
tion des TCSs. Dans PAO1, cette organisation représente 51 paires HK/RR. Cependant dans
certains cas, les génes de ces acteurs sont isolés et sont, en I'absence de partenaire a promis-
cuité, qualifiés d’orphelins. Ces acteurs s’intégrent a des TCSs formant des systemes branchés
dans lesquels plusieurs HKs peuvent interagir avec un RR ou inversement. Ces réseaux sont a
différencier des interconnexions précédemment décrites puisque, dans ce cas, les acteurs sont
dépourvus de partenaire ce qui rend leur interaction avec d’autres membres de TCSs nécessaire.
Cependant, I'existence de ces acteurs orphelins et des réseaux de TCSs branchés résulte typi-

quement de la duplication de systémes suvie de la perte de certains acteurs. Il est intéressant de
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noter que toutes les HKs orphelines de PAO1 ont des architectures hybrides ou non orthodoxes
(WINSOR et al., 2016). L'étude des TCSs de P aeruginosa a mis en évidence I'importance de ces
acteurs dans la virulence de cette bactérie mais une grande partie des cibles de ces régulateurs
restent inconnues (FRANCIS et al., 2017). Les embranchements et les interconnexions entre
TCSs donnent naissance a des « sous-réseaux » dans lesquels HKs, RRs, modules HPt et autres
régulateurs collaborent dans l'orchestration de nombreux genes. Trois exemples de ces sous-
réseaux de TCSs seront détaillés dans la suite de cette partie avec le réseau Gas/Rsm/HptB, la

régulation des cup et la régulation de la résistance aux métaux.

3.2.1 Le réseau Gac/Rsm et HptB

Les modes de vie de P aeruginosa sont orchestrés par de nombreux régulateurs tels que les
TCSs qui jouent un réle crucial dans la transition entre le développement planctoniques et
la formation de biofilm. La voie Gac/Rsm a été introduite précédemment (Chapitre 2.2.3).
Cette voie forme un réseau de régulation sophistiqué intégrant plusieurs TCSs. Les HKs RetS,
LadS et PA1611 participent a la modulation de I'activité de GacS par des mécanismes diffé-
rents (BRENCIC et al., 2009b). RetS inhibe GacS en empéchant son auto-phosphorylation, en
détournant ses groupes phophates ou en déphosphorylant son domaine D1 (FrANCIS et al.,
2018). A I'inverse, LadS stimule GacS en phosphorylation son domaine H2 (CHAMBONNIER et
al., 2016). En se fixant a RetS et en interférant avec sa capacité a se lier a GacS, PA1611 active
indirectement la cascade Gac/Rsm (KONG et al., 2013).

Une voie parallele s’ajoute a Gac et permet la modulation de I'expression de rsmY et rsmZ.
Les trois HKs PA1611, SagS et ErcS’ agissent ensemble en phosphorylant HsbR par le biais
du module HptB. Il a été démontré que les HKs PA1611, ErcS’, SagS et aussi RetS phospho-
rylent HptB in vitro (Hsu et al., 2008). HsbR est un RR a l'architecture non conventionnelle
qui contient un domaine REC, un domaine phosphatase (PP2C) et un domaine kinase/facteur
anti-o (K/AS). HsbR interagit avec HsbA, un facteur anti-anti-o qui contréle 1’état de sa phos-
phorylation par I'intermédiaire de ses domaines enzymatiques. L'état de phosphorylation de
HsbA régule la transition entre la production de biofilm et le mode vie planctonique. En bref, la
déphosphorylation de HsbA se produit lors de I'activation du domaine PP2C de HsbR, et permet
l'interaction entre HsbA et le facteur anti-o FIgM. En conséquence, FlgM libére le facteur o FliA
(028), qui favorise le mode de vie planctonique et induit 'expression des génes du flagelle. En
revanche, le domaine kinase de HsbR peut phosphoryler la protéine HsbA favorisant ainsi son
interaction avec la DGC HsbD conduisant a son activation et sa relocalisation aux poles cellu-
laires (VALENTINI et al., 2016a). HsbD active indirectement rsmY par la production de di-GMPc

mais HptB peut aussi réguler rsmZ comme observé dans la souche PA14 (BorDI et al., 2010,
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JEAN-PIERRE et al., 2017).

Le TCS BfiS/BfiR est aussi impliqué dans la répression indirecte de rsmZ en induisant l'ex-
pression de la RNAse CafA (PETROVA et al., 2010). Ce TCS est aussi en lien avec la voie Gac
puisque SagS est capable de phosphoryler BfiS lorsque P aeruginosa se développe en biofilm,
ou de déphosphoryler cette HK lors du mode de vie planctonique (PETROVA et al., 2011). En
plus de la voie Gac/Rsm, de nombreux autres TCSs agissent sur une ou plusieurs étapes de
la formation de biofilm. Ainsi, les TCSs BfiS/BfiR, BfmS/BfmR et MifS/MfiR et 'HK SagS sont
spécifiquement phosphorylés aux premiéres étapes de la formation de biofilm (PETrROVA et al.,

2009). De plus, la délétion de ces acteurs a interrompu le développement de biofilm.

LadS GacS RetS PA1611 ErcS' SagS BfiS
@D Cache
j — @ HAMP
) ¢ OPAS
' HisKA/CA
GacA HsbD HptB @ REC
0g°* ty OHP
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FIGURE 3.7. Interconnexions entre la voie Gac/Rsm et HptB. Le TCS GacSGacA est au centre
d’un réseau branché, impliquant plusieurs HKs (LadS, RetS et PA1611), qui régule ’expression
des deux sRNA RsmY et RsmZ. Ce réseau est connecté a la voie HptB, impliquant plusieurs
HKs (PA1611, ErcS’ et SagS) et I'anti-anti-o HsbA, qui induit soit I'inhibition de FlgM, soit la
synthese de di-GMPc médiée par HsbD, en fonction du statut de phosphorylation de HsbA.

3.2.2 Régulation des cup

Les fimbriae de type Cup sont aussi impliqués dans la formation de biofilm et leur régulation est
orchestrée par plusieurs TCSs (Fig 3.8). Le systéme Roc (Regulation of cup) se distingue par les
interconnexions de ses acteurs. Il est composé de 3 RRs (RocAl, RocR et RocA2) et de 2 HKs non
orthodoxes (RocS1 et RocS2) qui activent les 3 RRs (H. D. KULASEKARA et al., 2004, SIVANESON

etal., 2011). Les génes sont codés dans deux loci distincts, formant le locus Roc1 parfois appelé
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systeme de régulation a trois composants (rocAl et, transcrit de facon divergente, 'opéron rocR-
rocS1) et le systéme Roc2 (rocA2-rocS2). Contrairement aux RRs de type NarL RocAl et RocA2,
RocR n’est pas un FT mais une PDE car son domaine REC est associé a un domaine EVL, ce
qui caractérise la sous-famille VieA (RA0 et al., 2008). Le systéme Roc active 'opéron cupC via
RocAl et 'opéron cupB via un intermédiaire qui n’a pas été indentifié ; cependant le stimulus de
ce systeme est inconnu (H. D. KULASEKARA et al., 2004, SIVANESON et al., 2011). D’autre part,
RocR réduit 'expression de ces deux opérons cup par un mécanisme actuellement inconnu qui
implique probablement la dégradation du di-GMPc (B. R. KULASEKARA et al., 2006).

RocS1 RocS2 PvrS PprA
%j @rBrP
®  opas
. HisKA/CA
OREC
RcsB Per PprB OHPt

%“ g %(@ QHTH_LuxR
/ / [ 2\

I@»:aﬁw = = [Dmpemmpormp Docmeic)

cupC cupB cupD cupE

|:> pilin »chaperonne |:>usher [>adhesine

FIGURE 3.8. Régulation des loci cup par les TCS. La régulation des loci cupB-E est orchestrée
par 3 systemes de TCSs : Roc, Res-Pvr et Ppr.

Alors que les opérons cupB et cupC sont présents dans la plupart des souches de P aeruginosa
et P paraeruginosa, 'opéron cupD a été identifié dans les souches PA14 et PA7. Les cinq geénes
cupD sont portés par 'ICE PAPI-1 acquise par HGT (HE et al., 2004). Une HK hybride (PvrS),
un HK non orthodoxe (ResC) et deux RRs (PvrR et ResB) sont encodés sur cette ICE en aval
de T'opéron cupD. RcsB est un RR de type NarL responsable de I'activation de cupD alors que
PvrR possede un domaine EAL et réprime indirectement cet opéron (MIKKELSEN et al., 2009).
A Tinstar du systéme Roc, PvrS et ResC sont capables de moduler la phosphorylation de ResB
(MIkkELSEN et al., 2011a). Il est intéressant de noter que les séquences des HKs PvrS, RcsS,
RocS1 et RocS2 sont proches (MIKKELSEN et al., 2013), ce qui suggere un lien phylogénétique.
Cette proximité évolutive est retrouvée pour ResB, RocAl et RocA2 ainsi que pour PvrR et RocR
suggérant que ces TCSs sont issus de duplications. Enfin, 'opéron cupE est activé par le TCS
PprAB (GIrRAUD et al., 2011).
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3.2.3 La résistance aux métaux

L’homéostasie des métaux lourds comme le cuivre repose en grande partie sur les TCSs dans
P aeruginosa et P paraeruginosa. Ainsi, le systéme CopRS est activé lors d’'une exposition pro-
longée au cuivre et CopR, un RR de type OmpR, permet I'activation des genes pcoAB et ptrA
impliqués dans la détoxification périplasmique de ce métal (QUINTANA et al., 2017). CopS est
une HK ayant une activité phosphatase inhibant CopR en absence de cuivre (NOVOA-APONTE
et al., 2020). Cette répression est levée en réponse au stimulus et permet a CopR d’étre phos-

phorylé par un acteur inconnu.

D’autre part, le TCS CzcRS répond a un exces de zinc (Zn) ou de cadmium (Cd) dans I'envi-
ronnement extérieur et induit notamment ’expression de la pompe a efflux CzcCBA permettant
a la bactérie de survivre a de fortes concentrations de métaux lourds (PERRON et al., 2004).
Dans les interactions hote-pathogene, les métaux lourds comme le zinc et le cuivre jouent un
role important comme dans les phagolysosomes ot ils participent a I'élimination des bactéries
(WAGNER et al., 2005). P aeruginosa s’adapte aux deux éléments en partie grace a son réseau
de régulation et aux interconnexions entre les deux TCS CzcRS et CopRS (CAILLE et al., 2007,
DUCRET et al., 2021). Par exemple, un excés de CopR peut stimuler I'expression de czcRS, qui
a son tour augmente la synthése de CzcCBA. De plus, des concentrations élevées en cuivre
renforcent également la résistance au zinc (CAILLE et al., 2007). Le régulateur CzcR controle

également I'expression de 'opéron ptrA-czcE-queF régulé par CopR (DUCRET et al., 2023).

Il a récemment été révélé que la réponse et la résistance au cuivre incluaient le TCS DbsRS en
tant qu’acteur supplémentaire (YU et al., 2022). Contrairement a CopS, DbsS répond a I'argent
en plus du cuivre et active 'expression de genes qui sont notamment impliqués dans la création

de liaisons disulfures protéiques.

3.2.4 Les nouveaux défis

Notre connaissance actuelle du réseau de régulation des TCSs de P aeruginosa et des sous-
réseaux qui le composent comme Gac/Rsm est le fruit d'une multitude d’études ciblées qui
ont caractérisé les acteurs de ces systémes un a un. Les récentes avancées technologiques ont
permis une accélération considérable dans I'avancement de notre compréhension de ce réseau,
notamment grace a des techniques puissantes comme la RNA-seq ou la ChIP-seq. L'étude des
TCSs s’appréhende de plus en plus a grande échelle, comme 'attestent certaines études récentes
qui ont caractérisé 'impact de la mutation de I'ensemble des acteurs des TCSs de P aeruginosa
sur différents phénotypes (KOLLARAN et al., 2019, T. WANG et al., 2021, BADAL et al., 2020,

JOGE et al., 2018). Certains travaux impressionnants combinent des approches de RNA-seq et

LES SYSTEMES DE REGULATION A DEUX COMPOSANTS DE P AERUGINOSA

43



44

de ChIP-seq pour caractériser des dizaines de FTs (HUANG et al., 2019). L'accumulation de ces
informations est un enjeu de taille pour les futures investigations des réseaux de régulation
bactériens. La construction de la base de données RegulonDB illustre les difficultés de ce défi,
notamment sur I'intégration de résultats d’origines variées (SANTOS-ZAVALETA et al., 2019).
Cependant, I'étude des réseaux de régulation reste souvent limitée a une souche référence

pour une espece et néglige ainsi la diversité des TCSs entre les différents phylogroupes.

Récemment, notre équipe a utilisé la méthode de DAP-seq pour caractériser les cibles de
I'ensemble des RRs qui se fixent a 'TADN dans deux souches de P aeruginosa et une souche de
P paraeruginosa (Table 3.1) (TROUILLON et al., 2021a). Cette premiére description globale du
réseau de TCSs dans ces especes souligne I'étendue des genes potentiellement ciblés puisque
pres de 40% du génome est potentiellement ciblé par un RR. De plus, ce réseau est plastique
et les souches possédent des mécanismes spécifiques. Cette diversité résulte principalement
de la conservation des RRs, la variation des séquences promotrices et I'intégration de génome

accessoire dans le réseau de régulation.
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Name PAO1ID PA141ID IHMAS87 ID Family
PA0034 PA14_00430 IHMA87_00036  NarL-like
CreB PA0463 PA14_ 06060 IHMA87_ 00444  OmpR-like
AgtR PA0601 PA14_07840 IHMAS87_00593  NarL-like
TetD PA0756 PA14 54510 IHMA87_ 04501 OmpR-like
PirR PA0929 PA14 52250 IHMAS87 04308 OmpR-like
FleR PA1099 PA14 50180 IHMA87 04106  NtrC-like
PA1157 PA14 49440 IHMA87 04060 OmpR-like
PhoP PA1179 PA14 49180 IHMA87 04038 OmpR-like
AauR PA1335 PA14 46990 IHMA87 03895  NtrC-like
PA1397 PA14 46360 IHMA87_03790  NarL-like
PA1437 PA14 45880 IHMA87 03730 OmpR-like
KdpE PA1637 PA14 43340 IHMAS87 03532  OmpR-like
ParR PA1799 PA14 41260 IHMA87 03330 OmpR-like
ErbR PA1978 PA14 38930 IHMA87 03142  NarL-like
EraR PA1980 PA14 38900 IHMA87 03140  NarL-like
PA2376 PA14 33920 IHMA87_ 02778  NarL-like
PA2479 PA14 32580 IHMAS87_02671  OmpR-like
CzcR PA2523 PA14 31960 IHMA87_ 02628 OmpR-like
GacA PA2586 PA14 30650 IHMAS87 02519  NarL-like
BgsR PA2657 PA14 29730 IHMA87_02453  OmpR-like
PfeR PA2686 IHMAS87_03812  OmpR-like
CopR PA2809 PA14 27810 IHMA87_ 02262  OmpR-like
AtvR PA2899 PA14 26570 IHMA87 02066  NarL-like
RocA2  PA3045 PA14 24710 IHMA87_ 01902  NarL-like
CprR PA3077 PA14 24350 IHMA87 01871 OmpR-like
GItR PA3192 PA14 22940 IHMA87_ 01753  OmpR-like
CpxR PA3204 PA14 22760 IHMA87_ 01740 OmpR-like
ErdR PA3604 PA14 17670 IHMAS87 01366  NarL-like
TtsR PA3714 PA14 16350 IHMA87_ 01254  NarL-like
NarL PA3879 PA14 13730 IHMA87 01064  NarL-like
RocAl  PA3948 PA14 12780 IHMA87_00998  NarL-like
PA4032 PA14 11680 IHMA87 00896  OmpR-like
PA4080 PA14 11120 IHMAS87_00845  NarL-like
BfmR PA4101 IHMA87_00822  OmpR-like
BfiR PA4196 PA14_09690 IHMAS87_00739  NarL-like
PprB PA4296 PA14 55810 IHMA87_04597  NarL-like
ColR PA4381 PA14 56950 IHMA87 04696  OmpR-like
RoxR PA4493 PA14 58300 IHMA87 04815  ActR-like
PilR PA4547 PA14 60260 IHMA87 05008  NtrC-like
CbrB PA4726 PA14 62540 IHMA87_ 05201  NtrC-like
PmrA PA4776 PA14 63150 IHMA87_ 05256 OmpR-like
IrlR PA4885 PA14 64570 IHMAS87 05374 OmpR-like
AruR PA4983 PA14 65880 OmpR-like
NtrC PA5125 PA14 67680 IHMAS87 05600  NtrC-like
DctD PA5166 PA14 68250 IHMA87 05647  NtrC-like
AmgR  PA5200 PA14 68700 IHMA87 05683  OmpR-like
AlgR PA5261 PA14_ 69470 IHMA87_05746  LytTR-like
PhoB PA5360 PA14 70750 IHMA87 05886 OmpR-like
PA5364  PA14_70790 IHMA87_05890  OmpR-like
AlgB PA5483 PA14 72380 IHMA87_ 06026  NtrC-like
MifR PAS5511 PA14 72720 IHMAS87 06056  NtrC-like
ResB PA14 59770 IHMA87_ 02872  NarL-like
IHMA87_02165 OmpR-like
THMA87_02464  NtrC-like
IHMA87_06096  NarL-like

TABLE 3.1. Liste des RRs ayant un DBD dans les souches PAO1 et PA14 de P aeruginosa et dans
la souche IHMAS87 de P paraeruginosa
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OBJECTIFS DE THESE

Le projet visant a cartographier 'ensemble des sites de fixation a ’ADN de plus de 50 RRs de P
aeruginosa a été initié peu de temps avant mon arrivée en these. Ce travail a permis de générer
un jeu de données conséquent qui a été analysé principalement dans sa globalité plutot que
dans le détail des interactions identifiées. Ces résultats offraient une donc précieuse opportunité
de lever le voile sur les TCSs de P aeruginosa en profitant des cibles identifiées des RRs pour
approfondir nos connaissances de ces voies de signalisation cruciales dans I'adaptabilité de ce

pathogene.

L'objectif de ma thése était d’explorer les données générées en DAP-seq afin d’exploiter ces

résultats pour pouvoir se concentrer sur I'étude ciblée de quelques RRs choisis.

Grace a mon analyse des données de DAP-seq, 3 RRs ont été sélectionnés : AgtR, CusR et
PA4080. L'étude menée sur AgtR a échoué a identifier de nouvelles cibles pour ce RR, témoi-
gnant des limites posées par I'interprétation des données de DAP-seq; ce projet fut donc inter-
rompu. En revanche, la caractérisation de CusR, un RR accessoire dont le gene est acquis par
HGT dans certaines souches, a révélé son implication dans 'homéostasie du cuivre et a permis
de révéler I'intégration de ce systéme et de son régulon dans le réseau de régulation endogene
par des mécanismes de régulations et de communications croisées entre plusieurs TCSs. Nos
travaux sur PA4080 ont démontré qu’il s’agissait du RR manquant du systeme Roc, controlant
'activation de 'opéron cupB. Par des approches de génomique comparative du réseau Roc dans
P aeruginosa et P paraeruginosa, nos résultats ont proposé un nouveau modele pour ces TCSs,

illustrant la plasticité de ces systemes.
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4 EXPLORATION DES DONNEES DE DAP-SEQ
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Au commencement de mon doctorat, ma directrice de thése et un étudiant en thése menaient
un projet, en cours, visant a caractériser les cistromes (e.g 'ensemble des sites de fixation d'une
protéine sur '’ADN) de 55 RRs de P aeruginosa et P paraeruginosa par la méthode de DAP-seq.
Bien que je n’aie pas participé a la réalisation expérimentale de ce travail, mon projet de these
s’est appuyé directement sur les résultats de cette expérience : il est donc important que je
détaille le jeu de données généré, les analyses que j’ai réalisées ainsi que la méthode que jai

choisie pour exploiter ces résultats.

Tout d’abord, les 55 protéines étudiées correspondent a I’ensemble des RRs prédits avec un
domaine de liaison a '’ADN dans deux souches de référence de P aeruginosa, PAO1 et PA14, qui
appartiennent aux deux principaux clades, et une souche de P paraeruginosa, IHMAS87 (Table
3.1). Au total, 48 de ces RRs sont conservés dans les 3 souches, 4 sont absents d'un des génomes
et 3 sont spécifiques de la souche IHMA87 (Fig 4.1). Pour I'expérience de DAP-seq, les 51 RRs
présents dans la souche PAO1 ont été produits en cell-free a partir de la séquence de cette souche.
Pour les 4 restants, la séquence de IHMAS87 a été utilisée pour exprimer les 3 RRs spécifiques
de cette souche (IHMA87_02165, IHMA87_ 02464 et IHMA87 06096) et la séquence de PA14
a été utilisée pour exprimer RcsB qui est absent du génome de PAO1. La méthode de DAP-
seq présente deux avantages principaux; l'incubation du RR avec '’ADN se faisant in vitro,
elle permet d’identifier 'ensemble des sites de fixations de la protéine indépendamment des

conditions physiologiques et les protéines peuvent étre incubées avec différents génomes.

PAO1 PA14

IHMA87

FIGURE 4.1. Conservation des RRs ayant un DBD dans 3 souches appartenant a des lignées
différentes de P aeruginosa et P paraeruginosa (TROUILLON et al., 2021a)

En testant 'ensemble des 55 protéines purifiées sur les 3 génomes en duplicat, ce sont 330
expériences de DAP-seq qui ont été réalisées, auxquelles s’ajoutent 12 controles négatifs réalisés
avec la GFP Cette approche a permis, pour la premiere fois, une caractérisation globale du
paysage des sites de fixation in vitro de 'ensemble des RRs de 3 souches de P aeruginosa et
P paraeruginosa. Ces données ont été analysées par Julian Trouillon afin d’obtenir 'ensemble
des genes ciblés en DAP-seq pour chaque RR sur les 3 génomes. En résumé, les pics de fixation
ont été identifiés pour chaque RR en comparant les enrichissements obtenus a ceux obtenus
avec la GFP en utilisant MACS2 (Yong ZHANG et al., 2008). Les pics non reproductibles entre
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les duplicats ont été éliminés grace a une approche statistique (Irreproducible Discovery Rate).
Pour déterminer les geénes ciblés a partir de la position des pics reproductibles en DAP-seq, les
régions promotrices ont été définies comme la région allant de -400 pb a +20 pb a partir du
début de la traduction du premier géne prédit de chaque UT. Une fixation dans cette région a
été interprétée comme une interaction entre le régulateur et sa cible. Ces résultats, présentés
sous la forme de tableaux, m’ont été fournis pas Julian au fur et a mesure des expériences

durant les 3 premiers mois de ma these et sont maintenant publiés (TROUILLON et al., 2021a).

L'exemple des résultats obtenus pour AgtR sur le génome de PAO1 permet d’illustrer les in-
formations dont nous disposions (Table 4.1). Chaque pic est identifié par un numéro, ’enrichis-
sement moyen des duplicats par rapport aux contrdles est rapporté et la position est indiquée
au niveau de la valeur maximale du pic. A partir de la position du pic, les génes potentielle-
ment ciblés par le RR sont rapportés en indiquant la distance entre le pic de fixation et 'ATG, le
premier geéne de 'opéron, le nombre de genes organisés dans la méme UT, le nom du premier
gene et sa classification selon les COGs. Cette classification repose sur une banque de données
qui permet de classer la fonction de protéines selon 22 catégories.

N° EM Position Dist. 1ler UT Nom COG
ATG géne
783 21,02 5615462 -190 PA4998 2
100 21,25 586794 -131  PA0O527 1
100 21,25 586794 -73 PA0527.1 1 rsmY Function unknown
201 16,7 1215253 -31 PAI122 1 Function unknown
201 16,7 1215253 -179 PA1121 3 yfiR  Function unknown
1
1
3
1
2

Signal transduction mechanisms
dnr Signal transduction mechanisms

141 12,67 784589 -109  PA0714 Function unknown
133 19,48 732814 -145  PA0672 hemO Inorganic ion transport and metabolism
133 19,48 732814 -161  PA0671 Function unknown
140 16,93 783870 -303 PA0713 Function unknown
140 16,93 783870 -37 PAO712 Function unknown

TABLE 4.1. Les 10 premiéres lignes des résultats générés par la DAP-seq pour AgtR sur
le génome de PAO1. Les colonnes indiquent : le numéro du pic (ID), I'enrichissement moyen
(EM), la position sur le génome en nucléotide (Position), la distance de la fixation par rapport
a 'ATG (Dist. ATG), le premier géne de I'UT (1¢" gene), la nombre de genes de I'UT (UT), le
nom du premier gene si disponible (Nom) et sa classification selon les COGs.

Cet exemple permet notamment d’illustrer le cas fréquent d’un pic qui régule potentielle-
ment deux UTs, étant localisé dans une région intergénique de deux genes divergents comme
c’est le cas pour la fixation de AgtR entre rsmY et dnr (le pic n°100). Les valeurs des enrichis-
sements sont tres variables entre les expériences. Ainsi, afin de pouvoir comparer les résultats
de DAP-seq entre RRs et entre génomes, nous avons défini un enrichissement normalisé, qui
correspond a ’enrichissement relatif du pic au sein d’une expérience. Cette valeur est comprise

entre 0 et 1, 1 correspondant a ’enrichissement maximal.
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4.1 Les résultats de DAP-seq

Face a la mine d’information générée par ce travail, mon premier objectif était d’appréhender
au mieux le jeu de données dont nous disposions afin d’en dégager des pistes pour mes futures
investigations. Pour cela, j’ai d’abord réalisé une analyse descriptive des résultats de DAP-seq.
Bien que redondants avec les travaux qui seront publiés au cours de mon doctorat, j’ai choisi
quand méme de montrer certains résultats de cette analyse qui permettent de mesurer 'ampleur

des données produites par la DAP-seq ainsi que certaines limites de cette méthode.

4.1.1 Variabilité de la taille des cistromes entre les RRs

L'observation du nombre de cibles identifiées pour chaque RR révele une grande disparité entre
les protéines dont les cistromes s’étendent de 0 a 700 cibles (Fig 4.2). Une premiere explication
de cette variabilité repose sur I'activité des protéines et la méthode employée. En effet, les
conditions de la DAP-seq sont éloignées des conditions physiologiques de fixation des RRs,
principalement car elles mettent en jeu des concentrations de protéines et d’ADN différentes
de celles existantes in vivo. De plus, I'incubation se faisant in vitro, la phosphorylation du RR
repose uniquement sur les donneurs de phosphate présents lors de la production des protéines
(créatine phosphate) et pendant I'expérience (phosphate d’acétyle) et 'interaction du RR avec
I’ADN en DAP-seq est privée de potentiels partenaires ainsi que de la structure du chromosome.
Ainsi, la DAP-seq a eu une efficacité différente selon le RR et selon le génome. Aucune cible
n’a été identifiée pour NarL et PA5364 ce qui semble résulter d’'un défaut total d’activité des
protéines dans ces conditions. Cependant, les 53 autres RRs ont reconnu au moins une cible
attestant de l'efficacité de la méthode utilisée.
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FIGURE 4.2. Nombre de cibles identifiées pour chaque RR sur les génomes des souches
PAO1, PA14 et IHMAS87. En absence de nomenclature, I'ID de PAO1 a été utilisé sauf pour les
3 RRs spécifiques de IHMAS87 abrégés en 02165 (IHMA87 02165), 02464 (IHMA87 02464)
et 06096 (IHMA87 _06096) (Adapté de TROUILLON et al., 2021a).
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Les différences de tailles observées pour les cistromes des RRs semblent correler avec les
différentes sous-familles. Les RRs des sous-familles NarL et NtrC possédent en moyenne un
plus grand nombre de cibles prédites que les RRs de type OmpR. RoxR et AlgR, uniques repré-
sentants des familles ActR et LytTR respectivement, ont des cistromes particulierement réduits.
Cela suggere que ces RRs sont peu actifs dans les conditions testées, ou que ces familles ont

physiologiquement moins de cibles que les autres familles de RRs.

4.1.2 Variabilité des cistromes entre les génomes

Nous avons observé qu’il existe une grande variabilité dans le nombre de cibles identifiées pour
le méme RR entre les 3 génomes utilisés. En fonction du RR, le pourcentage de cibles identifiées
communes aux 3 génomes varie de 0 a 100% avec une moyenne de 14%. Six RRs n’ont aucune
cible en commun dans les 3 génomes (AruR, CbrB, ErdR, PA4032, PA4080 et PfeR) (Fig 4.3)
auxquelles s’ajoutent AlgR qui n’a qu’une cible prédite sur le génome de PA14. La variabilité
des sites de fixations entre les 3 génomes pour ces 7 RRs pourrait étre dii a un faible nombre
de cibles prédites pour 'un ou deux des génomes utilisés, probablement en conséquence d’une
faible efficacité de la DAP-seq dans la condition testée. A I'inverse, certains RRs présentent une
conservation importante des cibles identifiées dans les 3 souches tels que DctD et CopR avec
des pourcentages de cibles communes de 50% et 30% respectivement (Fig 4.3).

AruR CbrB ErdR

@ 6 o

PA4032 PA4080 PfeR
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FIGURE 4.3. Conservation des cibles identifiées sur les génomes des souches PAO1, PA14
et IHMAS87 des RRs choisis.
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Une cause évidente pour cette variabilité est la conservation des génes ciblés entre les 3
souches testées qui présentent des différences génétiques. Au total, les 3 génomes possedent un
pangénome de 7 632 genes dont 4 718 sont présents dans les 3 souches. Parmi les 2 914 genes
accessoires, 1 538 sont ciblés par au moins un RR, soit plus de 50%. Ainsi, les génes spécifiques
de chaque souche sont largement intégrés dans le réseau de régulation des TCSs expliquant en
partie la variation observée pour les cistromes d’'un RR entre les 3 génomes. En particulier, la
souche IHMAS87, étant la plus divergente, est logiquement la plus grande contributrice de cette
variabilité puisqu’en moyenne, 29% des cibles d'un RR sont uniquement identifiées dans son

génome.

Dans I'ensemble, le nombre de genes ciblés par au moins un RR en DAP-seq est conséquent
(4 159 genes) et représente plus de 50% du pangénome. Ces résultats suggerent que le réseau
de régulation formé par les TCSs est colossal. Il est évident que ’ensemble des sites de fixation
observés ne résulte pas forcément en un lien de régulation. De plus, la liaison des RRs a ’ADN
est forcée en DAP-seq ce qui peut donner des fixations non physiologiques et donc des faux
positifs. Il n’y a pas de taille "type" attendue pour le cistrome d’'un RR, mais le nombre de
fixations est souvent de plusieurs centaines comme déterminé pour GacA qui se fixe a environ
300 cibles in vivo, identifiées par ChIP-seq (HUANG et al., 2019). L'utilisation de la DAP-seq est
plus rare, mais récemment, les cistromes des RRs NarP de Actinobacillus pleuropneumoniae et
PhoP de Riemerella anatipestifer ont été évalués in vitro par cette méthode a 75 et 583 cibles
respectivement (Q. ZHANG et al., 2020, Yang ZHANG et al., 2022).

En conclusion, ces résultats constituent une source extrémement riche d’information sur
les sites de fixation des RRs étudiés. Les différentes cibles identifiées sont cependant tres va-
riables selon le RR et selon le génome et l'origine de cette variabilité n’est pas évidente. Si elle
est parfois due a un biais de 'expérience, il est possible que cette variabilité ait une réalité
physiologique selon principalement deux mécanismes : 'absence ou la présence de certains
genes potentiellement régulés ou les variations des séquences de fixations. Ces sites de fixa-
tions constituent donc une multitude de pistes a étudier qu’il est nécessaire de confirmer par

des approches ciblées.

4.2 Analyse globale des résultats de DAP-seq

Les résultats de DAP-seq offrent, pour la premiére fois, 'opportunité d’appréhender le réseau de
régulation des TCSs de P aeruginosa et P paraeruginosa dans sa globalité. Deux aspects m’ont
particuliérement intéressé : la fonction des cibles de ce réseau et la redondance de certains

genes dans les données de DAP-seq.
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4.2.1 Des genes potentiellement régulés aux fonctions variées

Comme précédemment décrit, le nombre de cibles identifiées est considérable avec une moyenne
de 90 genes prédits par RR et par génome. Une des premieres questions que je me suis posée
concernait la fonction des genes ciblés. Existe-t-il des processus particuliérement régulés par
les RRs? Est-ce que certains RRs présentent un nombre élevé de cibles impliquées dans des
fonctions spécifiques ? Afin d’apprécier le role des genes ciblés par les RRs, je me suis intéressé
aux classifications en COG des différents genes ciblés disponibles dans les tableaux de résultats
de chaque RR. Cette analyse a donc été réalisée uniquement sur les premiers genes des UTs. Les
COGs prédits pour les UTs potentiellement régulés dans le génome de PAO1 ont été représentés

pour les 51 RRs avec des cistromes reproductibles (Fig 4.4).

mmm RNA processing and modification B Replication, recombination and repair
B Energy production and conversion Cell wall/membrane/envelope biogenesis
W Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning Em Cell motility
EEm Amino acid transport and metabolism Posttranslational modification, protein turnover, chaperones
B Nucleotide transport and metabolism B Inorganic ion transport and metabolism
B Carbohydrate transport and metabolism Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
Coenzyme transport and metabolism B Signal transduction mechanisms
B Lipid transport and metabolism Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
Translation, ribosomal structure and biogenesis General function prediction only
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FIGURE 4.4. Distribution des annotations fonctionnelles des UTs ciblées pour chaque RR
dans le génome de PAO1. Les genes sont classés en fonction des catégories de COG.

A I'exception des RRs ayant peu de cibles identifiées comme ErdR, RoxR ou PmrA, la distri-
bution des COGs se rapproche de celle retrouvée pour le génome entier de PAO1 pour les grands
cistromes. Les résultats obtenus pour le génome de PA14 et IHMAS87 sont similaires. Cette ap-
proche n’a donc pas permis de discriminer certains RRs sur la base des fonctions des genes
ciblés et il apparait que, lorsque les cistromes tendent a s’élargir, les cibles sont uniformément

réparties entre les COGs.
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4.2.2 Redondance et co-occurrence des cibles identifiées

L'observation des résultats de DAP-seq a révélé que certains génes sont massivement ciblés par
les RRs. Ainsi, 79 genes sont ciblés par au moins 10 RRs pour au moins un des génomes. La
redondance de certaines cibles nous a interpellé et m’a amené a étudier la co-occurrence de
certains génes dans les résultats de DAP-seq. Mon objectif était d’identifier des groupes de génes
co-régulés en identifiant des modules. Est-ce que certains génes sont systématiquement recon-
nus ensemble par différents RRs ? Est-ce que ces regroupements nous donnent des pistes sur la
fonction de certains genes inconnus ? Pour cela, le réseau de 'ensemble des geénes ciblés dans le
génome de PAO1 a été représenté en créant des liens entre les genes qui sont reconnus par les
mémes RRs. Le degré de co-occurrence entre deux genes a été défini comme le nombre de RRs
en commun qui reconnaissent ces cibles et a permis d’établir un réseau pondéré permettant
de visualiser les groupes de genes co-régulés en DAP-seq (Fig 4.5A). En appliquant un seuil
de 3 pour le degré de co-coccurence, 133 genes ont été organisés dans un réseau qui s’avere
particulierement dense (Fig 4.5B). En absence de groupes de genes distincts, cette approche a
échoué a identifier des modules de genes co-régulés et suggere plutot qu'une partie des génes

ciblés en DAP-seq forme un groupe particulierement interconnecté.
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FIGURE 4.5. Co-occurrence des cibles identifiées en DAP-seq sur le génome de PAO1. A)
Représentation schématique de la construction du réseau pondéré de co-occurrence. B) Réseau
pondéré de co-occurrence de 133 genes co-régulés en DAP-seq dans PAOL1.

Etant donné que Papproche précédente n’a pas permis de délimiter des groupes de génes
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potentiellement co-régulés, je me suis intéressé aux cibles communes entre les RRs pour iden-
tifier les similarités de cistromes. Le nombre de cibles en commun de chaque paire de RRs a
été évalué dans le génome de PAO1 et a permis de construire un réseau pondéré dans lequel
les RRs sont connectés en fonction du chevauchement de leur cistrome (Fig 4.6). Ce réseau ré-
vele d’abord une grande interconnexion qui traduit les similarités entre les cistromes identifiés
en DAP-seq. Logiquement, les RRs ayant des cistromes importants comme [HMA87 02464 et
RocAl, forment des nceuds centraux. Les RRs de méme classe sont regroupés, ce qui confirme
que les cistromes des RRs d'une méme sous famille sont proches. Il est intéressant de noter par
exemple la promiscuité des cistromes des RRs CopR, CzcR, PA1437 (MmnR) et IrlR. Ces RRs
ont des rbles avérés ou supposés dans la résistance au cuivre et notamment la régulation d'un

opéron spécifique de IHMA87 comme il sera traité en détail dans le chapitre 6.
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FIGURE 4.6. Réseau pondéré des chevauchements des cistromes des RRs en DAP-seq

dans PAO1. Les 3 RRs spécifiques de IHMA87 abrégés en 02165 (IHMA87 02165), 02464
(IHMAS87_02464) et 06096 (IHMA87 06096).

Pourquoi les cistromes identifiés en DAP-seq pour ces 53 RRs ont tant de cibles en commun ?
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Une piste de réponse se trouve dans les conditions expérimentales de fixation qui favorisent
I'apparition de faux positifs car la fixation du RR a ’ADN est forcée. Ces faux positifs peuvent
étre par exemple des régions génétiques présentant un motif capable d’étre reconnu par un RR
in vivo avec une forte affinité, mais qui, in vitro, est reconnu par d’autres représentants de la

sous-famille reconnaissant un motif similaire

4.3 Stratégies pour exploiter les résultats de DAP-seq

L'analyse globale des résultats de DAP-seq ne m’a pas permis d’identifier des pistes a étudier,
en particulier car je me suis heurté au nombre et a la variabilité des cibles prédites. J'ai ensuite
réalisé une analyse plus ciblée, centrée sur les génes reconnus par des RRs, ce qui a permis de

définir les projets sur lesquels j’ai travaillé.

4.3.1 Régulation des genes impliqués dans la pathogénicité

Je me suis concentré sur certains genes cruciaux dans 3 processus clés de la pathogénicité de P
aeruginosa : la formation de biofilm, la virulence et la résistance aux antibiotiques. Pour cela,

j'ai défini un groupement de 16 genes d’'intérét (Table 4.2).

Afin d’apprécier au mieux les données de DAP-seq, j’ai généré un script en me formant au
langage python afin de représenter visuellement les différentes fixations observées sur une
région promotrices dans les 3 génomes utilisés (Fig 4.7). Cet outil m’a permis de parcourir les
données de DAP-seq en représentant les fixations observées sur le promoteur d’'un gene cible
donné. Cette approche présente I'avantage de visualiser les RRs impliqués ainsi que la position

du pic de fixation, son enrichissement et sa conservation entre les souches.

A l'aide de ce script, j’ai pu construire le réseau des fixations observées en DAP-seq sur les
promoteurs des 16 genes d’intérét (Fig 4.8). Parmi les liens identifiés, certains confirment ce
qui est publié dans la littérature comme la régulation de rsmY et rsmZ par GacA ou la régu-
lation de I'opéron cupC par RocAl. Ces promoteurs sont reconnus par 24 RRs. Certains genes
apparaissent particulierement ciblés comme I'opéron alg ou rsmY ciblés par respectivement 9
et 8 RRs.
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PAO1_ID Géne cible Opéron

PA0992 cupCl1 cupC123

PA2128 cupAl cupAl12345

PA2231 pslA PSIABCDEFGHIJKLMNO
PA3064  pelA pelABCDEFG

PA3540 algD algD-8-44-KEGXLIJFA
PA4086 cupB1 cupB123456

PA4648 cupEl cupE123456

PA0044 exoT

PA0527.1  rsmY

PA1697  pscN PscNOPQRSTU
PA1698 popN popN-pcr1234-pcrDRGVH-popBD
PA1714 exsD exsD-pscBCDEFGHIJKL
PA3621.1 rsmZ

PA3841 exoS

PA0425 mexA mexAB-oprM

PA2019 mexX mexXY

PA2493 mexE mexEF-oprN

PA4205 mexG mexGHI-opmD

PA4599 mexC mexCD-oprJ

TABLE 4.2. Liste des genes d’intérét utilisés pour explorer les données de DAP-seq Les
genes sont coloriés en fonction de leur réle dans : la formation biofilm (bleu), cytotoxicité (vert)

ou la résistance aux antibiotiques (violet).
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FIGURE 4.7. Fixations observées en DAP-seq sur la région promotrice de cupB1 (PA4086).
Les sites de fixation des RRs sont représentés par la valeur d’enrichissement maximale du pic
de fixation et sa position en fonction de la distance a ’ATG en pb. Fixation observée sur les 3
génomes PAO1, PA14 et IHMAS87 en rouge, bleu et jaune respectivement.
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Cette approche nous a permis de nous intéresser a deux RRs. AgtR a retenu notre attention
car il se fixe fortement en amont de rsmY et rsmZ dans les 3 génomes comme illustré pour
PAO1 (Fig 4.8) : son étude sera détaillée dans le chapitre 5. PA4080, un RR orphelin qui n’a
jamais été caractérisé, est apparu comme un bon candidat pour lever le voile sur la régulation
de l'opéron cupB puisqu’il s’est fortement fixé sur son promoteur dans le génome de PA14 en
DAP-seq (Fig 4.7). Ce RR a constitué mon projet de recherche principal dont les résultats seront
traités dans le chapitre 7.

Q - Biofilm A

Enrichissement normalisé

02464
0 1 etk

quR

= @ @

FIGURE 4.8. Réseau des fixations observées en DAP-seq sur 16 cibles du génome de PAO1.
Le réseau est visualisé avec Cytoscape. Les noeuds gris correspondent aux RRs. Les nceuds bleus
(A), verts (B) et violets (C) correspondent aux cibles impliquées dans la formation de biofilm,
la virulence et la résistance aux antibiotiques respectivement. La couleur des liens indique I'en-
richissement normalisé de la fixation.

4.3.2 Les cibles des RRs spécifiques de IHMAS87

Un des mécanismes expliquant la fascinante diversité du réseau de régulation TCS de P ae-
ruginosa est la conservation du RR entre les souches. La souche IHMAS87 possede 3 RRs qui
ne sont pas présents dans les souches PAO1 et PA14 : IHMA87 02464, IHMA87 06096 et
IHMA87 02165 (Fig 4.9). Lenvironnement génétique des génes codant pour ces RRs suggerent
une acquisition horizontale via un phage dans le cas de IHMA87 06096 et via une ICE pour
IHMAS87 02165. IHMAS87 06096 est orphelin tandis que IHMA87 02464 et IHMA87 02165
sont codés en amont d’'un géne codant pour une HK formant deux potentiels TCSs.
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IHMA87 02165 et son HK prédite IHMA87 02166 forment un TCS qui présente de fortes
homologies avec le systeme CusRS de E. coli impliqué dans la régulation de 'homéostasie du
cuivre et fut donc rebaptisé de la sorte. De plus, CusR se fixe fortement sur la région localisée
entre son propre géne et un groupe de genes divergents ayant des roles prédits dans la détoxifi-
cation du cuivre. C’est donc en vertu de son réle putatif dans la résistance en métaux que nous

avons décidé d’étudier ce systéme dont les résultats sont présentés dans le chapitre 6.

A % NS
63‘)‘ 6& %GJ @93
& e
PAO1 PAO1
i C—
2.5kb 0 Identité (%) 100
IHMAS87 IHMAS87
RR - 06096 J RR - 02464 JJ
HK - 02465

RR - 02165H
HK - 02166
FIGURE 4.9. Environnements génétiques des 3 RRs spécifiques de IHMAS87 en comparai-

son avec PAO1. Les alignements sont visualisés avec clinker. Les noms de locus de IHMA87
sont abrégés tels que IHMA87 02164 devient 02164.
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5 AGTR, UN RR PROMETTEUR IMPLIQUE DANS

LA VIRULENCE?
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AgtR est un RR de la famille NarL dont le géne est organisé en opéron avec celui de son HK
partenaire AgtS. Ce systeme est responsable de I'activation d’un opéron de 4 genes codant pour
un transporteur ABC en réponse au 6-aminovalérate (AMV), au y-aminobutyrate (GABA) et a
la -alanine (CHOU et al., 2014). L'ensemble des genes agt ont un réle crucial dans I'utilisation
de 'AMV et du GABA comme source de carbone et d’azote. Les deux opérons ont ainsi été

nommeés agtSR et agtABCD pour « aminovalérate and GABA transport » (Fig 5.1).

Par ailleurs, la délétion de agtR empéche la réponse de P aeruginosa au N-acétylglucosamine

(GlcNAc), un composant du peptidoglycane qui stimule la virulence de cette bactérie (A. KORGAONKAR

et al., 2013). Le peptidoglycane des bactéries a Gram positif étant exposé au milieu extérieur, il
peut, lors de sa fragmentation naturelle pendant la croissance ou induite par la lyse, libérer des
molécules dans le milieu extracellulaire pouvant servir alors de déterminants pour la détection
de ces bactéries par P aeruginosa. Ce résultat suggere que AgtR joue un réle dans la détection

du GlcNAc et les interactions polymicrobiennes.

De plus, deux études sur de multiples mutants de TCSs de P aeruginosa ont révélé un réle de
AgtSR dans la formation de biofilm et la motilité dans la souche PA14 (BADAL et al., 2020, JOGE
et al., 2018). En effet, la délétion de agtR ou agtS conduit a une surproduction de biofilm et
diminue les capacités de nage et de twitching. Concernant le swarming, la délétion de agtR a des
effets qui dépendent du milieu permettant ’augmentation du périmetre de swarming (milieu
M8) ou sa diminution (milieux BM2, M9 et PGM)

GIcNAc GABA/AMV/B-alanine
AgtS
PBP AgtB
AgtC lEI AgtD
PAS AgtA B

HisKA/CA

AgtR o .
HTH
o° aggkge’& SPg® gC o

FIGURE 5.1. Modele de fonctionnement du TCS AgtSR.
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De nombreuses cibles ont été identifiées pour AgtR en DAP-seq avec 178,192 et 397 cibles
sur les génomes de PAO1, PA14 et IHMAS87 respectivement (Fig 5.2A). Parmi ces cibles, 85 sont
ciblées dans les 3 souches. Conformément a nos connaissances de ce systéeme, AgtR s’est fixé au
promoteur de 'opéron agtABCD dans les 3 génomes. Ces données constituent donc une source

riche d’informations pour approfondir notre compréhension de ce systeme.

AgtSR a premiérement retenu notre attention car il cible fortement les promoteurs de rsmY
et rsmZ dans les résultats de DAP-seq dans les 3 génomes (Fig 5.2B). En se fixant en amont
de rsmY, AgtR régule aussi potentiellement dnr codant pour un FT impliqué dans la réponse
au nitrite (GIARDINA et al., 2011). Il est intéressant de noter que AgtR se fixe aussi dans la
région promotrice de rpoS. Les pistes rpoS et dnr n’ont pas été exploitées. Les deux petits ARNs
RsmY et RsmZ et jouent un role central dans la virulence de P aeruginosa en contrélant la
transition entre infection chronique et aigué (section 2.2.3). Leurs génes sont déja connus pour
étre régulés par le RR GacA, dont la fixation a bien été retrouvée en DAP-seq avec des niveaux
d’enrichissement comparables & ceux observés avec AgtR. A partir de ces observations, nous
avons décidé d’élucider le réle potentiel de AgtR dans la régulation de la pathogénicité de
P aeruginosa suggéré par les résultats de DAP-seq en analysant son réle dans I'expression de
certains genes sélectionnés et les phénotypes qu’il controle.
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FIGURE 5.2. Cistrome de AgtR en DAP-seq. A) Conservation des cibles identifiées de AgtR
sur les génomes des souches PAO1, PA14 et IHMAS8?7. B) Fixation de AgtR en amont de rsmY et

rsmZ sur les génomes de PAO1, PA14 et IHMASY7. Les enrichissements ont été obtenus a partir
des données brutes de la DAP-seq (TROUILLON et al., 2021a)
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5.1 Analyse des cibles choisies de AgtR

5.1.1 Cistromes de AgtR en DAP-seq

En plus de rsmY et rsmZ, la détermination du cistrome de AgtR a partir des données de DAP-seq
nous a permis d’identifier 7 UTs comprenant 22 genes potentiellement régulés et déduits de 5
sites de fixation. Ces génes ont retenu notre attention pour leur implication dans la virulence (le
SST2 Xcp, la toxine ExoT et RhlA impliqué dans la synthese de rhamnolipides) ou la formation
de biofilm (le TCS RocS1-R-A1l et les fimbriae CupB) (Fig 5.3). A I'exception de exoT qui est
absent du génome de IHMAS87, les 6 autres UTs ont été identifiées sur les 3 génomes avec des
enrichissements différents. Par la suite, nous avons cherché a confirmer la régulation de ces

genes par AgtR in vivo.

A PAO1 PA14 IHMAS87

rsmy-
rsmZz:
rocR
rocA1
XCpR:
xcpP cup
cupB1 B6 B5 B4 B3 B2 B1
<
exoT-
rhiA exoT

Enrichissement normalisé
mm <
0 1

rocS1 rocR rocA1

xcp
ZY X WVUT S R P Q

FIGURE 5.3. Cibles sélectionnées a partir du cistrome de AgtR établi par DAP-seq. A)
Enrichissements normalisés de la fixation de AgtR sur les régions promotrices de 9 UTs dans
3 souches. B) représentation des opérons potentiellement régulés par AgtR et sa fixation est
indiquée par le triangle noir.

5.1.2 Activation du systeme AgtSR par le GABA

Afin d’analyser le role d’AgtR sur des cibles putatives, nous avons tout d’abord mis au point les
conditions d’activation du TCS, basé sur les données bibliographiques. Une fusion transcrip-
tionnelle chromosomique du promoteur d’agtABCD (PagtA-lacZ) a été construite pour rapporter
l'activation de AgtSR. Le GABA, 'AMV, et la f3-alanine sont connus pour stimuler directement la
transcription de agtABCD par AgtR tandis que le réle du GlcNAc sur I'activation de ce TCS n’est
pas encore élucidé (A. KORGAONKAR et al., 2013, CHOU et al., 2014). Ainsi, nous avons testé
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I'effet du GABA et du GlcNAc sur l'activité de PagtA-lacZ en dosant 'activité 3-galactosidase
des cultures en phase exponentielle (DOg4,,=1) en présence ou non de ces molécules (Fig 5.4).
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FIGURE 5.4. Activation de AgtSR en réponse au GABA et au GlcNAc. A) Activité f3-
galactosidase de PagtA-lacZ en réponse au GABA (20mM) et/ou au GlcNAc (1mM) en MMP et
en MOPS. B) Activité 3-galactosidase dans la souche sauvage (WT) et la souche délétée pour
agtR (AagtR) en réponse au GABA en MMP Les expériences ont été réalisées en triplicat et les
barres d’erreur indiquent I’écart-type a la moyenne. UM : unité de Miller. Les p-valeurs ont été

o+

déterminées par un test ANOVA et les résultats significatifs sont indiqués (**** : p-valeur <
0.0001, *** : p-valeur < 0.001).

Nos résultats indiquent que I'ajout de 20mM de GABA induit la transcription de agtABCD
d'un facteur 20 en MMP (Fig 5.4A). Lorsque AgtR est absent, l'activité du promoteur de cet
opéron est significativement plus faible et n’est pas induite par I'ajout de GABA dans le milieu
(Fig 5.4B). Cela confirme que AgtRS est activé dans les conditions testées en adéquation avec
les travaux de Chou et al. (CHOU et al., 2014). En revanche, I'ajout de 1mM de GlcNAc n’a eu
aucun impact sur I'activité de agtABCD dans les milieux utilisés (MMP et MOPS) en absence ou
en présence de GABA (Fig 5.4A). Ainsi, dans les conditions testées, le GIcNAc ne permet pas
I'activation de AgtRS. Pour la suite de cette étude, les expériences ont été réalisées en milieu
MMP supplémenté avec 20mM de GABA ou non, dans la souche sauvage et AagtR.

5.1.3 Régulation de rsmY et rsmZ par AgtR

Pour évaluer le role d’AgtR dans la régulation de rsmY et rsmZ, nous avons utilisé des fusions
lacZ rapportrices des deux promoteurs dans le plasmide non intégratif pMP220 qui nous ont

été fournies par le Pr Christophe Bordi (BorDI et al., 2010). Les plasmides ont été transformés
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dans les souches sauvage et mutante et 'activité des promoteurs a été mesurée par un dosage
de l'activité 3-galactosidase sur les cultures en MMP supplémenté ou non en GABA a une DOg,
de 1. Nos résultats démontrent que le GABA a un effet positif et négatif sur la transcription de
rsmY et rsmZ respectivement (Fig 5.5). En revanche, 'absence de AgtR n’a eu aucun impact sur
I'expression de ces genes suggérant que les effets observés sont indépendants de ce RR. Ainsi,

dans les conditions testées, AgtR ne régule pas rsmY et rsmZ.

= PrsmY-lacZ PrsmZ-lacZ
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FIGURE 5.5. Role de AgtR dans la régulation de rsmY et rsmZ. L'activité 3-galactosidase de
PrsmY-lacZ et PrsmZ-lacZ a été mesuré dans les souches PAO1 sauvage (WT) et délétée pour
agtR (AagtR) en réponse au GABA (20mM). Les expériences ont été réalisées en triplicat et les
barres d’erreur indiquent I'écart-type a la moyenne. Les p-valeurs ont été déterminées par un
test ANOVA et les résultats significatifs sont indiqués (*** : p-valeur < 0.001, * : p-valeur <
0.05).

5.1.4 7 UTs potentiellement régulées par AgtR

Afin de déterminer I'implication de AgtR dans la régulation des 7 autres cibles sélectionnées,
nous avons construit des fusions lacZ rapportrices de leur promoteur en utilisant un plasmide
intégratif (miniCTX) (Fig 5.6). La délétion de agtR a eu un effet positif significatif pour 4 fusions
(rocR, rocAl, xcpR et xcpP) mais qui est bien inférieur a I'activation de agtABCD (x20). Leffet
de AgtR sur ces promoteurs nécessiterait d’étre confirmé, notamment en identifiant si cette
induction d’un facteur de 1,5 a un effet physiologique. Pour les 3 autres fusions, 'absence de

AgtR n’a pas impacté significativement l'activité des promoteurs.
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FIGURE 5.6. Activités de 7 promoteurs ciblés en DAP-seq par AgtR. Les activités f-
galactosidases des promoteurs indiqués ont été mesurées dans les souches PAO1 sauvage (WT)
et délétée pour agtR (AagtR) en MMP en présence de GABA (20mM). Les expériences ont été
réalisées en triplicat et les barres d’erreur indiquent 1’écart-type a la moyenne. Les p-valeurs
ont été déterminées par un test T et les résultats significatifs sont indiqués (**** : p-valeur <
0.0001, *** : p-valeur < 0.001, * : p-valeur < 0.05).

5.2 Caractérisations des phénotypes contrdlés par AgtR

En parallele de I'étude des cibles de AgtR, le mutant AagtR a été utilisé pour explorer le role
de AgtSR dans la motilité et la formation de biofilm. En effet, le fait que AgtR cible rsmY, rsmZ
ou rhlA en DAP-seq suggérait que ce systeme pouvait étre impliqué dans le controle de ces
phénotypes. De plus, plusieurs études ont établi un réle de AgtR dans la formation de biofilm
et les motilités (BADAL et al., 2020, JOGE et al., 2018). Ainsi, j'ai étudié 'impact de la délétion

de agtR et de I'ajout de GABA sur ces deux processus.
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5.2.1 Motilités : swimming, twitching et swarming

Les aptitudes de motilités de la souche mutante ont été comparées a celles de la souche sauvage
dans différents milieux spécifiques permettant d’évaluer chaque motilité dans lesquels a été
ajouté ou non du GABA a 20mM. Pour la capacité a nager (swimming) ou a twitcher, ni le
GABA, ni la délétion d’agtR n’ont eu d’impact dans les conditions testées. En revanche, pour le
swarming, 'ajout de GABA a largement augmenté le rayon de déplacement de la souche sauvage
(Fig 5.7A). La délétion de agtR a modifié la capacité de la souche a swarmer qui présente
un rayon plus diffus en présence de GABA. En conclusion, les phénotypes du mutant agtR
observés pour les motilités de la souche PA14 ne sont pas reproduits dans nos conditions pour
la souche PAO1. Cependant, un effet de la délétion sur la capacité de P aeruginosa a swarmer en
présence de GABA a été observé. La fixation de AgtR dans la région promotrice de 'opéron rhlAB
constitue une explication probable de ce phénotype. En effet, RhlA est une enzyme impliquée
dans la synthese de rhamnolipides sous le contrdle de la voie Rhl du QS. Ces rhamnolipides
diffusent rapidement dans le milieu et facilitent notamment le swarming de P aeruginosa grace

a ses propriétés de tensioactif (CA1AZZA et al., 2005).
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o 0.4- —
;- : (o]
: S o°
8 0.2-
Py ° 3
8 o MMP
“01{ o °
+GABA 1 ° *+CABA
g 0.0 : :
i WT AagtR

FIGURE 5.7. Effet de la délétion de agtR sur le swarming et la formation de biofilm.
A) Capacité de swarming des souches PAO1 sauvage (WT) et délétée pour agtR (AagtR) en
réponse au GABA (20mM). B) Quantification de la formation de biofilm a l'interface air-liquide
des souches WT et AagtR par coloration au cristal violet apres 24h a 30°C en présence ou non
de GABA.

5.2.2 Formation de biofilm a I'interface air-liquide

La capacité de la souche AagtR a former du biofilm en présence de GABA a été évaluée par
rapport a la souche sauvage. Ainsi, la quantité de biofilm formée a l'interface air-liquide a

été mesurée apres 24h de croissance a 30°C sans agitation dans le milieu MMP Les résultats
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montrent que 'ajout de GABA n’affecte pas la formation de biofilm pour les deux souches dans
les conditions testées (Fig 5.7B). Cependant, I'absence de AgtR améliore significativement la
formation de biofilm indépendamment de la présence de GABA.

5.3 Localisation et dynamique de AgtS

Basé sur les travaux préliminaires du Pr. Christophe Bordi sur la localisation et la dynamique
de GacS observant la formation de patchs mobiles d’HK dans la membrane interne, nous avons
voulu étudier cet aspect avec AgtS. Nous avons voulu caractériser la localisation et I'organi-
sation de AgtS mais aussi déterminer l'effet du signal sur ’'HK car, contrairement a GacS, les
signaux de AgtS sont connus.

La surproduction via un plasmide inductible a I'arabinose (pJN105) de AgtS fusionnée avec
la superfolder GFP dans sa partie C-terminale (AgtS-sfGFP) a révelé une localisation de la
protéine regroupée en patchs (Fig 7.6). Nos résultats montrent que I'ajout de GABA n’a pas
modifié la formation et la distribution de ces patchs. Malheureusement, nous avons observé
en mesurant l'activité 3-galactosidase de la fusion PagtA-lacZ que la surproduction de AgtS et
de AgtS-sfGFP empéchaient 'activation du systeme par la GABA dans nos conditions (données

non présentées). Dans ces conditions expérimentales, nous ne pouvons conclure sur l'origine

artéfactuelle ou non de ces foci car AgtS est surproduite n’est pas fonctionnelle.

MMP MMP + GABA

FIGURE 5.8. Localisation de AgtS en réponse au GABA. La souche PAO1 surproduisant AgtS-
sfGFP (pJN105) a été cultivée 2 heures en MMP supplémenté en Arabinose (0,5%). Le GABA
a été utilisé a 20mM. Images capturées avec un microscope IX71 Olympus avec un objectif au
100X et analysées avec ImageJ.
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5.4 Discussion

En conclusion, 7 fixations de AgtR ont été identifiées in vitro, régulant potentiellement 9 UTs.
Parmi ces cibles, 'expression de 4 UTs a été impactée par la délétion de agtR dans nos expé-
riences avec cependant des effets faibles. En I'absence de lien identifié avec les genes rsmY et
rsmZ, 'étude des cibles de AgtR fut interrompue. Nos résultats suggerent que AgtR pourrait par-
ticiper a la formation de biofilm et le swarming ; cependant, ce travail a été interrompu puisque
je n’ai pas réussi a identifier de nouvelles cibles. Néanmoins, AgtS reste un modéle prometteur
pour I'étude de la localisation et la dynamique des HKs dans la membrane et les fusions lacZ

générées dans ce projet ont été utiles pour la suite de mes travaux de these.

AgtR et la détection du GlcNAc

Il a été démontré que AgtR est impliqué dans la réponse de P aeruginosa au GIcNAc en par-
ticipant a 'augmentation de la production de PQS en réponse a cette molécule (Korgaonkar
2013). Aucune fixation de AgtR n’a été observée sur les promoteurs des genes du PQS en DAP-
seq ce qui suggere que cet effet est indirect. Par ailleurs, le GIcNAc n’a pas altéré la régulation
de I'opéron agtABCD dans nos conditions, ce qui laisse supposer que le GIcNAc n’est pas ca-
pable d’activer AgtRS comme le GABA. Les raisons pour lesquelles AgtR est impliqué dans la
réponse au GlcNAc reste inconnues. La DAP-seq pourrait cependant fournir une piste de ré-
ponse puisque, dans le génome de IHMAS87, AgtR se fixe sur la région promotrice de 'opéron

nag dont les génes sont impliqués dans I'import du GlcNAc.

Les cibles de AgtR en DAP-seq

Lorsqu’il s’agit d’étudier les interactions observées en DAP-seq, il est important de noter que
toutes les interactions observées in vitro ne se produisent pas nécessairement de maniere équi-
valente in vivo. Par exemple, si les promoteurs de rsmY et rsmZ sont certes fortement reconnus
par AgtR an DAP-seq, GacA se fixe sur les mémes sites avec un meilleur enrichissement. Appar-
tenant a la méme famille, les deux RR reconnaissent des motifs similaires et possedent plusieurs
cibles en commun en DAP-seq. Il est probable que les conditions de DAP-seq ont favorisé I'in-

teraction de AgtR avec des cibles reconnues in vivo par des RRs similaires comme GacA.

Effet de AgtR sur le swarming

Contrairement a ce qui a été observé dans PA14, la délétion de agtR n’a pas diminué la capacité

de swarming dans la souche PAO1 bien que les conditions expérimentales soient identiques.
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Cependant, les capacités de swarming de PAO1 sont bien inférieures a celle de PA14 ce qui
pourrait masquer l'effet de AgtR (MORRIs et al., 2011). Dans nos conditions, I'ajout de GABA
a un effet positif sur le swarming de P aeruginosa, mais cet effet pourrait étre indirect puisque
le GABA peut étre utilisé comme source de carbone et améliore potentiellement la croissance

de la souche dans ce milieu (STRANDWITZ, 2018).

Modele d’étude pour la localisation et de la dynamique des HKs

Finalement, nous avons voulu utiliser AgtS comme un modele pour I’étude de la localisation et
la dynamique des HK dans la membrane interne. La concentration de HK présente un premier
défi : trop faible, elle ne permet pas la visualisation de la protéine dans les conditions testées
avec ou sans ajout de GABA. Afin de contourner ce probleme, nous avons opté pour une sur-
production de AgtS qui a posé deux limites : la formation de patchs artificiels de protéines et la
perturbation de la signalisation au sein du TCS. En effet, la surproduction de AgtS peut altérer
sa localisation et générer des foci artéfactuels. De plus, la surproduction d'une HK peut modifier
le statut de phosphorylation de son RR partenaire et donc altérer la dynamique d’un systéme.
AgtS présente I'avantage rare de posséder plusieurs signaux identifiés; poursuivre son étude
par une approche d’imagerie par fluorescence nécessiterait des conditions qui permettraient
une production suffisante de protéine pour la visualiser tout en conservant un systéme fonc-
tionnel capable de répondre au GABA. Une premiere possibilité serait de moduler I'induction a

I'arabinose pour limiter la surproduction de 'HK.

5.5 Materiel & Méthodes

Milieu et culture

Le milieu minimum P (MMP) a la composition suivante (g/1) : Na,HPO,, 1.47 ; KH,PO,, 0.648;
MgSO,, 0.2; FeSO,, 0.001 supplémenté avec 20mM de L-Glutamate, pH 7,4. Les cultures li-
quides sont inoculées a DO¢,,=0,1 a partir d’'une préculture sur la nuit. Le GABA est ajouté au
début de la croissance et I'activité 3-galactosidase est dosée lorsque les cultures atteignent une
DOg, de 1.

Motilité

Une culture sur la nuit a 37°C sur gélose LB est utilisé pour ensemencer différentes géloses a

I'aide de cure-dents stériles. Pour la nage, I'inoculum est inséré au milieu d’'une gélose 0.3%
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agar contenant 10 g/L de tryptone, 5 et 5g/L de NaCl, et incubé 24h a 30°C. Pour le twitching,
I'inoculum est inséré a l'interface plastique/agar en perforant une gélose 1% agar contenant 10
g/L de tryptone, 5 g/L d’extrait de levure et 10 g/L de NaCl, et incubé 48h a 37°C. Apres retrait
de la gélose, la zone de twitching autour du point d’inoculation est colorée avec du Bleu de
Coomassie 0,1% pendant 10 min puis rincer a '’eau. Pour le swarming, 'inoculum est prélevé
d’une culture sur gélose pour la nage puis est déposé a la surface d’'une gélose M8 (8,5 mM
NacCl, 42,3 mM Na,HPO,, 22 mM KH,PO,, 0,5% agar, 1 mM MgSO,, 0,2% glucose, 0,1 mM
CaCl,, 0,5% acides casaminés, 0,5% agar) et incubé 24h a 37°C.

Biofilm

Les bactéries sont inoculées a DOg,,=0,1 dans 1 mL de milieu MMP dans une plaque 24 puits
Thermofisher puis incubées a 30°C sans agitation pendant 24h. Le biofilm formé a l'interface
air-liquide est coloré avec une goutte de cristal violet 0,1% pendant 10mn. Apres deux lavages
a l'eau stérile et séchage de la plaque, 'anneau est dissout dans 1mL d’acide acétique 30% et

Pabsorbance est mesurée a 550nm.

Microscopie

Les observations microscopiques ont été réalisées avec un microscope IX71 Olympus controlé
par le systéeme CellR Olympus et piloté par le logiciel Xcellence (Olympus). Les images ont été
capturées avec une caméra Hammamatsu Orca-ER en utilisant un objectif a huile 100x (N.A.
1,30).
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6 CUSR, UN RR SPECIFIQUE DE IHMAS87
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6.1 Intégration d'un TCS accessoire dans le contrdle

de '’homéostasie du cuivre

Sylvie Elsen, Victor Simon & Ina Attrée

Manuscrit en voie de soumission

En cherchant a caractériser les RRs spécifiques de IHMA87, nous nous sommes intéressés a un
TCS dont les genes sont portés par une ICE acquise par HGT et qui fut nommé CusRS d’apres
ses homologies avec le TCS présent chez d’autres bactéries. CusR se lie fortement a la région
intergénique en amont de son gene en DAP-seq, régulant potentiellement son propre opéron
ainsi que les génes orientés de maniere divergente codant pour des protéines dont les fonctions

prédites suggerent un role dans 'homéostasie du cuivre.

Notre objectif était de déterminer le réle de ce TCS et son intégration dans le systéme de

régulation de ’homéostasie des métaux endogene.

Nos travaux montrent que ce TCS du génome accessoire joue un role dans la résistance au
cuivre de cet isolat clinique. Nous avons révélé son réle dans la régulation, en présence de ce
métal, des 9 genes codés en amont qui sont impliqués dans la détoxification du cuivre. Le lo-
cus est également régulé par deux TCSs homologues appartenant au génome cceur, CopRS et
CzcRS. Ces genes sont donc intégrés au réseau de régulation endogene, et de maniere surpre-
nante, les HKs CusS et CopS sont capables de communiquer avec les RRs partenaires de I'une et
l'autre. De plus, les RRs orchestrent la régulation des genes de CusRS avec des effets opposés.
Enfin, I'acquisition horizontale de ces geénes s’avere partagée par de nombreuses souches des
especes P aeruginosa et P paraeruginosa illustrant la maniére dont la résistance au cuivre peut
se propager chez ces pathogénes. Cette étude démontre comment les génes acquis par HGT
peuvent étre incorporés dans des réseaux de régulation endogeénes pour procurer un avantage
sélectif a 'hote. Ce travail démontre également I'existence d’interconnexions entre un TCS ac-
cessoire et un TCS conservé, avec des modes de fonctionnement différents, élargissant ainsi

leurs spectres d’action.

Conception (SE, VS)

Expérimentation (SE, VS)

Rédaction - écriture de la version originale (SE)
Rédaction - révision et édition (SE, VS, IA)
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Cross-regulation and cross-talk of conserved and accessory two-component

regulatory systems orchestrate Pseudomonas copper resistance

Short title

Pseudomonas copper-responsive TCSs: cross-regulation and cross-talk

Sylvie Elsen?’, Victor Simon?, Ina Attrée’

1 University Grenoble Alpes, Institute of Structural Biology, Team Bacterial Pathogenesis and

Cellular Responses, 38054 Grenoble, France
*Corresponding author

E-mail: sylvie.elsen@ibs.fr

Abstract

Bacteria use diverse strategies and molecular machinery to maintain copper
homeostasis and to cope with its toxic effects. Some genetic elements providing copper
resistance are acquired by horizontal gene transfer; however, little is known about how they
are controlled and integrated into the central regulatory network. Here, we studied two
copper-responsive systems in a clinical isolate of Pseudomonas paraeruginosa and deciphered

the regulatory and cross-regulation mechanisms. To do so, we combined mutagenesis,
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transcriptional fusion analyses and copper sensitivity phenotypes. Our results showed that the
accessory CusRS two-component system (TCS) responds to copper and activates both its own
expression and that of the adjacent nine-gene operon to provide resistance to elevated levels
of extracellular copper. The same locus was also found to be regulated by two core-genome-
encoded TCSs - the copper-responsive CopRS and the zinc-responsive CzcRS. Although the
target palindromic sequence — ATTCATNnATGTAAT — is the same for the three response
regulators, transcriptional outcomes differ. Thus, depending on the operon/regulator pair,
binding can result in different activation levels (from none to high), with the systems
demonstrating considerable plasticity. Unexpectedly, although the classical CusRS and the
noncanonical CopRS TCSs rely on distinct signaling mechanisms (kinase-based vs.
phosphatase-based), we discovered cross-talk in the absence of the cognate sensory kinases.
This cross-talk occurred between the proteins of these two otherwise independent systems.
The entire locus is part of an Integrative and Conjugative Element, and was found in other
Pseudomonas strains where its expression could provide copper resistance under appropriate
conditions. The results presented here illustrate how acquired genetic elements can become
part of endogenous regulatory networks, providing a physiological advantage. They also
highlight the potential for broader effects of accessory regulatory proteins through

interference with core regulatory proteins.

Author Summary

Two-component regulatory systems play a key role in bacterial life by detecting and
integrating a wide range of signals, allowing bacteria to continuously monitor and adapt to a
changing environment. They weave a complex network with a few highly interconnected

phosphorelays and numerous cross-regulations. Our study reveals connections between zinc
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and copper homeostasis in a pathogenic bacterium, with cross-regulation observed for three
independent, closely related transcriptional regulators, CzcR, CopR and CusR. Zinc and copper
play a major role in host-pathogen interactions, and bacteria that synergize their responses to
the two elements can harness a growth advantage and enhanced fitness in specific conditions.
We also observed unexpected cross-talk between the core genome-encoded CopRS system
and the horizontally acquired CusRS system, although the molecular control exerted by a
histidine kinase on its cognate regulator differs. This plasticity observed within the two
signaling systems ensures a normal regulatory response to the copper signal required to

maintain copper homeostasis.

Introduction

Copper can be considered to be a heavy metal “Dr. Jekyll and Mr. Hyde”, as it is an
essential trace element in biological systems but, in excess, generates free radicals with
deleterious consequences [1,2]. As an antimicrobial, copper is extensively used to treat crops,
to enhance breeding, and as part of medicine, with the first reports of use dating back to
ancient civilizations. Human physiology exploits its properties, notably by accumulating
copper in phagocytic cells and at infection sites where it contributes to protection against
viruses, fungi and bacteria [3]. However, bacteria also use copper and have developed

mechanisms to deal with its excess.

To maintain copper homeostasis, Gram-negative bacteria use various molecular
mechanisms and machinery [1,2,4,5]. Cuproproteins are essentially extracellular or
periplasmic, participating in important biological processes such as respiration, while

chaperones and storage proteins capture intracellular copper cations. Copper transits from
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the extracellular compartment to the cytosol, through porins or other membrane
transporters. Enzymes or chemical chelators, such as glutathione, also manipulate the redox
state of copper to allow chaperone loading and extrudation in case of excess. Periplasmic
chaperones provide copper for cuproprotein biogenesis or deliver it to export systems. These
export systems involve P1B-type ATPases or Resistance-Nodulation-Division (RND)-family
multidrug efflux pumps. Periplasmic multi-copper oxidases also contribute significantly to
periplasmic detoxification, by oxidizing Cu(l) to Cu(ll) they reduce the metal’s toxicity [2,5].
Synthesis of these molecular machines to ensure an equilibrium between cellular uptake and
detoxification is mainly orchestrated by the actions of two types of regulators, MerR-like
activators such as CueR that respond to cytoplasmic Cu(l), and two-component regulatory
systems (TCSs) that sense periplasmic Cu(l), like the CusRS system [1,2,5]. TCSs are widespread
in bacteria and play key roles in monitoring and triggering an adaptive response to
environmental cues [6—8]. They comprise sensory histidine kinase (HK) proteins and cognate
response regulators (RRs) communicating by phosphotransfer. Phosphorylation of RRs often
results in modulation of gene expression, as most RRs are transcription factors. The copper
resistance of bacterial species is also highly dependent on their genetic diversity. Indeed,
additional determinants can be acquired through horizontal gene transfer (HGT), and these
acquisitions tend to increase bacterial survival under copper stress [9,10]. For example, the
13-gene 37-kb GI-7 islet found in some Pseudomonas aeruginosa isolates was found to provide
them a copper-resistant phenotype that plays a key role in bacterial colonization and
persistence in hospital environments [10,11]. The accessory genes acquired are often
associated with metal and/or antibiotic resistance, such as the pco/sil genes carried on the
widely distributed Tn7-like structures or on the CHASRI (Copper Homeostasis and Silver

Resistance Island) [9,10,12-15].
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The focus of our study, P. aeruginosa, is a metabolically versatile Gram-negative
bacterium that exhibits high resistance to copper [5]. This opportunistic animal and plant
pathogen is ubiquitously present in the environment, in soil and aquatic habitats. It is one of
the major causes of nosocomial infections, establishing acute and chronic infections in
immunocompromized patients [16,17]. Importantly, the ability of this bacterium to cope with
copper stress was shown to be essential for its pathogenicity in a mouse model [18]. Like other
bacteria, P. aeruginosa uses several strategies and systems to resist copper poisoning and
cope with varying concentrations encountered in its environment [5,19]. Expression of the
copper-resistance genes is mainly orchestrated by the cytoplasmic CueR regulator and a TCS,
CopRS [19,20]. The cytoplasmic Cu(l)-sensing CueR is the “first responder”, triggered after a
copper shock, mainly to control genes whose products are involved in cytoplasmic copper
tolerance, notably including an RND pump, the cytoplasmic chaperones CopZ1 and CopZ2, and
CopAl. When high periplasmic Cu(l)/Cu(ll) levels persist, the “second responder” CopR
activates genes involved in periplasmic detoxification, such as pcoAB and ptrA [5]. The
physiological importance of CopRS and its targets in terms of bacterial persistence and
virulence has been underlined in chronic and acute wound infections [21]. Recently, the TCS
DbsRS was shown to be an additional contributor to the copper response and to copper
resistance [22]. CopRS responds only to copper, whereas DbsRS also responds to silver,
upregulating the expression of genes involved in protein disulfide bond formation, among
others. Interestingly, DbsRS requires more than 4-fold higher levels of copper for activation
compared to the other two regulatory TCSs [22]. A short pulse of high copper causes a general
stress response in addition to specific copper responses [20]. This general response is probably
due to the generation of reactive oxygen species. In contrast, when bacteria grow in a high-

copper medium, passive transport functions are downregulated to reduce membrane
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permeability. Nevertheless, both acute and chronic high-copper conditions trigger the
synthesis of targets such as the tripartite RND pump CzcCBA, copper-related proteins PcoAB
and P-type ATPase CopAl, MexPQ-OpmE, and the three TCSs — CopRS, DbsRS, and CzcRS [20].
The urinary isolate IHMA87 [23], related to Pseudomonas paraeruginosa PA7 [24,25],
expresses additional, ICE-encoded TCS and copper-resistance proteins. This article reports

their molecular and phenotypic characterization.

Our results indicated that the accessory TCS is integrated into the core regulatory
network for copper homeostasis at i) the signal level, by detecting and responding to copper,
ii) the transcriptional level, as expression of its genes is controlled by several core regulators
responding to distinct cues, and iii) the molecular level, as we found cross-talk to occur with
non-cognate partners. Therefore, regulatory genes that accompany physiologically relevant
genes on mobile elements appear as an important part of the bacteria’s conserved regulatory

network.

Results

CusRS is a copper-responsive and strain-specific TCS

The two divergently transcribed operons (IHMA87 _02165-66 and IHMA87_02164-57)
present in the urinary isolate IHMA87 are reminiscent of the copSR-copABGOFCDK locus
identified in the soil-based heavy metal-tolerant B-proteobacterium Achromobacter sp. AO22
[26] (Fig 1A). These predicted operons are absent from reference strains of P. aeruginosa
(PAO1, PA14) and from taxonomic outlier PA7, the reference strain of a P. aeruginosa clade

that has recently been proposed as a new species called P. paraeruginosa [25]. The locus is
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present in a genomic island described hereafter. The regulatory genes IHMA87 02165-66
encode a putative copper-responsive TCS that shares homology with P. aeruginosa CopRS. We
named this TCS CusRS due to the strong identity of the predicted proteins with the E. coli CusR
and CusS (70.7% and 41.5% amino acid identity, respectively). For the IHMA87_02164-57
genes, we used the “pcoA2B2GOFCDK” nomenclature, with “A2 and B2” as copies of pcoA and
pcoB genes are already present in the core genome of P. aeruginosa and P. paraeruginosa

(www.pseudomonas.com; [27]). The predicted operon codes for several proteins required for

metal detoxification, including the multi-copper oxidase PcoA2, a putative P-type ATPase
(PcoF) and copper-binding periplasmic proteins likely to play a role as chaperones (PcoC, PcoG

and PcoK).

Previous DAPseq experiments showed that, in vitro, recombinant CusR mainly binds to
the 254-bp intergenic sequence of the cusR and pcoA2 genes of the IHMA87 genome [28]. The
summit of the enriched DAPseq peak pointed to a perfect palindromic sequence
“ATTCATNnATGTAAT” found upstream of a putative cusR promoter identified by BPROM
(www.softberry.com) (Fig 1B). This palindromic sequence has similarities to the CopR

consensus sequence in P. aeruginosa (CTGACAnsGTAAT) (PRODORIC, www.prodoric.de). CusR

binding to the intergenic sequence was confirmed by Electrophoretic Mobility Shift Assays
(EMSA), and its specificity was demonstrated by competition with an unlabeled probe (Fig 1C),
suggesting that CusR might regulate its own expression as well as that of the genes transcribed

in the opposite orientation.

To assess the copper-responsiveness of the two operons and the involvement of the
CusRS system in this response, we analyzed the expression of transcriptional lacZ reporter

fusions with 500-bp sequences upstream of the cusR and pcoA2 coding sequences in the wild-
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type strain and the cusR-deleted mutant. For copper stress conditions, we exposed the
bacteria to 0.5 mM CuSO4 for 2.5 h. This concentration and duration do not affect bacterial
viability [19]. Exposure of the wild-type strain to copper led to significant stimulation of
expression of both cusR and pcoA2 (Fig 1D,E). In contrast, no induction of pcoA2 was observed
following exposure of the cusR mutant to copper (Fig 1E), and activation of the cusR promoter,
while still detected, was reduced about two-fold (Fig 1D). CusR therefore appears to control
expression of both operons in a copper-dependent manner, but cusR expression must also be

controlled by another copper-responsive regulatory factor.

To assess the importance of promoter elements, we constructed and analyzed a set of
lacZ fusions associated with cusR upstream sequences of various lengths. Deletions affecting
the palindromic sequence identified or the predicted -10/-35 boxes abolished expression,
whereas a short fragment containing the palindrome maintained a copper response, but
reduced both basal and activated expression levels (Fig 1D). Interestingly, mutation of a 4-bp
sequence within the palindrome (ATTACATnnATAGCCT) led to complete loss of the copper-
responsiveness of the promoter. When examining the pcoA2 promoter region (Fig 1E),
shortening the sequence reduced the fold-change in expression following exposure to copper,
whereas mutations in the palindrome led to the complete loss of copper-mediated PpcoA2
activation. As expression of the pcoA2 promoter is CusR-dependent, we concluded that CusR

controls pcoA2 expression by binding to the palindromic sequence identified.

To assess the extent of the pco operon, the mRNA levels of several genes within the
locus (pcoB2, pcoF, and pcoK) and that of a downstream gene encoding a putative LysR-type
transcription factor were measured by RTgPCR. Transcription was increased for all targets

following copper stimulation, although the level of induction measured decreased with the
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distance between the gene and the pcoA2 promoter (S1 Fig). In all cases, interruption of pcoA2
transcription by introducing an omega interposon abolished the copper-inducing effect down

to lysR, indicating that the last gene in the locus, lysR, is part of the same transcriptional unit.

Overall, these data show that the CusRS system in IHMAS87 is functional and responds
to copper. Following binding to a single site, CusR regulates its own expression and controls
the expression of the nine-gene “pcoA2” operon, which contains genes that may play a role

in copper resistance.

CusR and the pcoA2 operon contribute to copper resistance

Copper concentrations in urine are known to increase during UTls, as part of an innate
antimicrobial strategy [3,29]. Given the origin of IHMA87, we first questioned whether it had
higher copper resistance compared to three reference strains. For these reference strains, we
found P. aeruginosa PAO1 and PA14 to be more sensitive to 20 mM CuSOs4 than the P.
paraeruginosa strain PA7 (S2 Fig). In these tests, IHMA87 had the highest resistance capacity,
which could be provided by the additional, putative copper-resistance machinery, Pco,
acquired through HGT. To verify whether this was a common feature of UTl isolates, we also
studied two others — JT87 and TA19, which like IHMA87 are members of the PA7-like group.
These other strains showed variable resistance profiles, with TA19 being the most sensitive of
all the strains tested. Thus, high copper resistance does not appear to be a common feature

of UTl isolates.

Therefore, we investigated the role of the CusRS system and the pcoA2 operon-
encoded proteins in the high copper resistance of IHMA87. First, CusR was compared to the
two well-described copper regulators, CopR and CueR. To do so, survival of individual, double,

and triple mutants was analyzed on minimal medium in the presence of high copper

9



205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

concentrations (5 mM or 20 mM) and compared to that of the wild-type IHMAS87 strain. As
shown in Fig 2A, mutation of the cueR gene did not affect copper resistance whatever the
genetic background, whereas the absence of CopR considerably reduced survival of the
bacteria, revealing a key role of CopR and its regulon in the response to copper stress. When
CopR was absent, the additional loss of CusR made the bacteria highly sensitive to copper
toxicity. This sensitivity was observable at 5 mM CuS0s and accentuated at the higher
concentration (Fig 2A). To determine whether this phenotype was caused by the absence of
the CusR regulator per se, by the lack of pcoA2-lysR expression, or by a combined effect, we
introduced in several mutants an omega interposon into the pcoA2 gene, stopping
transcription of the operon from the first gene. This interposon strongly affected the copper
resistance of the AcopR pcoA2::Q) strain compared to that of the AcopR mutant, with an effect
observable from 5 mM CuSOs (Fig 2B). Thus, the proteins encoded by the CusR-regulated

pcoA2 operon are involved in copper detoxification and resistance.

We further investigated the contribution to copper resistance of the different copper
regulatory systems and the proteins encoded by the pcoA2 operon. To do so, we followed the
growth of appropriate mutant strains in lysogeny broth (LB) and compared it to IHMA87 wild-
type growth. Firstly, increasing the copper concentration from 1 to 4 mM led to an extended
lag phase for wild-type growth (S3A Fig). Significant cell death has been reported in the
bacterial population after exposure to this high copper concentration for 2 h [19]. As the lag
phase is a dynamic and adaptive period preparing bacteria for cell division, its extension
indicated that more time is required both to repair altered cells and for physiological
recuperation by stressed cells before exponential growth can occur [30,31]. Secondly, we
observed that cueR and copR mutant growth was even more dramatically affected than wild-

type growth in the presence of 4 mM CuSOa. For these strains, especially AcopR, the lag phase
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was considerably extended (S3A Fig). This increased delay before division indicated that the
copper-resistance mechanisms controlled by the two regulators are important for survival in
and adaptation to the stress. Interestingly, growth of AcusR and pcoA2::Q mutants was
unaffected, and was similar to IHMA87 growth, indicating that these mutations had no effect
on the copper resistance. In contrast, the lack of both CopR and Pco proteins completely
abolished bacterial growth (S2A Fig). This result further underlined the important role in
bacterial copper resistance played by the proteins encoded by the pcoA2 operon. In the
conditions used here, this role can be masked by proteins from the CopR regulon. Finally, we
introduced an arabinose-inducible promoter (PBAD) into the chromosome, upstream of the
pcoA2 operon, and compared bacterial growth of the wild-type and modified strains over a
range of copper concentrations. Increased expression of the operon conferred a clear growth
advantage relative to wild-type bacteria, allowing faster adaptation to exposure to 5 mM

CuSO0g, as indicated by the shorter lag phase (S3B Fig).

In conclusion, IHMAS87 has a high intrinsic capacity to resist copper stress that can be

further increased by overexpressing the pcoA2 operon.

Three TCSs cross-regulate the cusR-pcoA2 intergenic region

As shown in Fig 1D, copper activates cusR expression even in the absence of CusR. As
CopR binds in vitro to the cusR-pcoA2 intergenic region [28], we assessed its role as well as
that of the copper-responsive regulator CueR in the residual activity of PcusR and that of the
divergent promoter. To do so, we used transcriptional lacZ fusions in several genetic
backgrounds lacking one, two, or all three regulators. We found that CueR was dispensable in
all the conditions tested (Fig 3A, B). However, induction of cusRS expression was reduced in

the absence of CopR compared to the wild-type background, and was lost in the AcusRAcopR
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mutant. This result confirmed CopR as the additional element responsible for the complete
copper induction of cusRS in combination with CusR. Activation of the cusRS promoter by both
CusR and CopR was abrogated by mutating the palindrome (Fig 1D), demonstrating that the

same intergenic binding site is required in vivo for activation by both regulators.

For the expression of the pcoA2 operon, as mentioned above, no copper induction was
observed in the AcusR strain (Fig 1E, 3B). Interestingly, pcoA2 expression was higher in AcopR
than in the parental strain upon exposure to copper, suggesting a negative regulatory role of
CopR. In contrast, expression of pcoA2 genes was abolished in the AcusRAcopR strain,
indicating that the increased activation observed in the presence of copper in AcopR was the
result of CusR activity (Fig 3B). This observation showed that CopR binding does not lead to
transcriptional activation of the pcoA2 promoter and, by competing for binding on the same

palindrome, CopR limits access for CusR, therefore reducing pcoA2 activation.

To further explore cross-regulation between the different pathways, we tested
whether CusR affects the expression of copA1 and pcoA, which are respectively regulated by
CueR and CopR [19]. Expression of the copA1 promoter was abolished in the absence of CueR,
but was unaffected by deletion of either cusR or copR (Fig 3C) as expected based on in vitro
binding data [28]. pcoA expression had almost the opposite profile, with no effect observed
following cueR deletion, but a complete lack of copper-induced expression in the copR mutant
and a slight reduction in the copper-responsiveness in the cusR mutant (Fig 3D). This latter
result was unexpected as in vitro results indicate that CusR does not bind to this promoter
[28]. Suspecting an indirect effect, we measured expression of PpcoA-lacZ and PpcoA2-lacZ
fusions in the pcoA2::Q strain. Levels of both transcriptional fusions were decreased in the

presence of copper compared to levels in the wild-type strain, whereas the level of CueR-

12



275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

2901

292

293

294

295

296

297

regulated copA expression was similar for the two strains (Fig 3E). Based on these
observations, the proteins encoded by the pcoA2 operon may be required for the CopRS and
CusRS systems to fully develop their copper-dependent activity. The effect is probably due to
altered copper compartmentalization in the bacteria. These data also revealed an additional
indirect layer of regulation, since the primary target of CusR, the pcoA2 operon, seems

important for both TCSs to mount a copper response.

Mining and reanalyzing the DAPseq data [28] indicated that three other RRs strongly
targeted the pcoA2-cusR intergenic sequence centered at the same position (S4A Fig). These
RRs are the two poorly characterized regulators IrlIR and MmnR, and the well-known zinc-
responsive protein CzcR that binds to the sequence “GAAACNsGTAAT” [32]. Additional target
genes were found to be shared by CopR, CusR and CzcR (S4B,C Fig), presumably due to the
extensive similarity of their consensus sequences, especially the second half-site “GTAAT”.
Therefore, we analyzed the roles of these additional RRs on the expression of both the cusRS

and pcoA2 operons.

The TCS CzcRS is known to respond to several signals, including zinc stress [33]. We
therefore assessed its effect on pcoA2 and cusRS expression in the presence of copper and/or
zinc. As a control of CzcR activity, we introduced a PczcC-lacZ fusion into the wild-type and
AczcR strains, as a known CzcR target. Fig 4 shows that, as expected, the czcC promoter was
upregulated after the addition of zinc, with or without the addition of copper, and that this
upregulation was CzcR-dependent. Furthermore, the expression of pcoA2 was activated by
zinc to almost the same level as by copper. Exposure to both stimuli was slightly, but
significantly, more efficient. Zinc activation was lost in the absence of CzcR, and the pcoA2

expression level dropped to that observed in the wild-type in the presence of copper alone
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(Fig 4). Therefore, both CusR and CzcR control and activate expression of the pcoA2 operon to
similar extents. A distinct expression profile was observed for the cusR promoter: while copper
strongly activated its expression, the induction following exposure to zinc was lower. In
addition, zinc bypassed the copper effect when bacteria were simultaneously exposed to both
metals. In the absence of CzcR, this “restraining” effect was lost, and the high-copper-

inducible effect was restored, suggesting that CzcR must conceal the CusR binding site.

We then assessed a potential regulatory role of MmnR and IrIR and observed no
mmnR or irlR deletion phenotypes in terms of pcoA2 operon and cusR expression, even in the
presence of copper (S6 Fig). However, we cannot exclude that this was due to an absence of

signal and activation of the sensor in our experimental conditions.

Overall, the data indicate that cusRS and pcoA2 operons are controlled in vivo by at
least three TCSs: CusRS, CopRS, and CzcRS. The three RRs bind to the same palindromic site
but modulate expression of the divergent operons differently. Indeed, while CusR and CzcR
activate both operons, even if the latter is less effective on the pcoA2 promoter, CopR only

activates cusRS, repressing the pcoA2 operon by hindering the positive action of CusR (S7 Fig).

Molecular cross-talk between the CopRS and CusRS systems

The P. aeruginosa CopRS system works in an unusual way [34]. Instead of relying on a
conventional “phosphorylation-based mechanism” where the sensor allows the
phosphorylation of the response regulator upon detecting a signal, CopS displays phosphatase
activity toward CopR. Exposure to copper thus relieves the inhibition by allowing CopR to
activate its target genes. The mechanism leading to phosphorylation of CopR remains
unidentified. We confirmed the “phosphatase-based mechanism” of the CopRS system in the

P. paraeruginosa strain IHMAS87, as demonstrated in Fig 5A. Indeed, in a cusRS background,
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the absence of CopS led to a high-copper-blind expression of pcoA, whereas constitutive
phosphatase activity of the sensor CopShis2ssa mutation abolished pcoA expression. The same
pattern was observed for cusR expression (Fig 5A). This result also confirmed that CopR can
activate expression of this promoter in a AcusRS background, as previously suggested by the

data presented in Fig 3A.

We then analyzed the functioning of the CusRS system in a genetic background lacking
the CopR and CopS proteins to avoid any protein interference. As shown in Fig 5B, neither
pcoA2 nor cusRS operons were activated in the strain lacking the sensor protein CusS. This
result indicates both that this HK is required for CusR activation by phosphorylation, and that
no other protein can phosphorylate CusR. We also confirmed that the phosphorylated form
of CusR is the active form, because no gene expression was observed when its conserved
phosphorylation site (Aspss) was mutated to an alanine (Fig 5B). In addition, mutation of the
autophosphorylation site of CusS (Hiszes) abolished the expression of the two operons,
indicating that it is required for the system to function properly (autophosphorylation prior to
phosphotransfer). Altogether, these data show that the CusRS system is a canonical TCS,
functioning like the E. coli CusRS system, with the detection of a signal triggering a

phosphorylation cascade ultimately leading to target gene activation.

The two TCSs were then studied in different combinations of mutants of their HK gene
to obtain information on possible cross-talk between non-cognate HKs and RRs. The results
are summarized schematically in S7 Fig. Focusing on a CopR-only-activated promoter, we
found that deletion of copS led to an identical copper response pattern of PpcoA-lacZ
expression to that observed in the wild-type strain or in a strain lacking the cusS gene (Fig 5C).

However, deletion of both copS and cusS led to the strong constitutive activation of PpcoA
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(copper-blind expression) that was observed in the AcopS mutant in the absence of CusRS (Fig
5A). This result indicates that the HK CusS can compensate for an absence of the HK CopS,
controlling CopR activity in the absence of the cognate partner. Thus, like CopS, CusS could act
as a CopR phosphatase to prevent gene expression in the absence of copper when its cognate
partner is absent. Alternatively, interaction between CusS and CopR in the absence of CopS
might prevent phosphorylation of CopR in the absence of signal. We further observed that
control of CopR by CusS does not require its cognate HK to be absent. Indeed, normal
expression of PpcoA was observed when the constitutive phosphatase CopShz3sa was
produced (Fig 5C), indicating that CusS permits CopR phosphorylation following detection of

copper.

To determine whether CopS could also interact with CusRS, we used PcusR-lacZ
(Fig5D) and PpcoA2-lacZ (Fig 5E) transcriptional fusions in several mutant genetic
backgrounds. As expected, absence of copS had little effect on the two promoters: indeed
CusS could control the phosphorylation status of CusR and of CopR, as observed above, and
both these proteins activated transcription only in response to the copper signal. However,
when cusS was deleted, in the absence or presence of copper, a slight increase in PcusR
expression levels was observed (Fig 5D), and the effect on PpcoA2 expression was even more
pronounced (Fig 5E). Transcriptional activation could be attributed to activity of
phosphorylated CusR as the signal was lost when CusRpsia was synthesized in the AcusS
background mutant. Thus, CopS appears to permit CusR phosphorylation in the presence of
copper, but also in its absence, and to control its phosphorylation status, although not as
tightly as the cognate HK CusS. PcusR activation was not observed in the CopSh23saAcusS strain,
supporting the need for CopS for phosphorylation of CusR (Fig 5D). Copper-blind expression

of both PcusR and PpcoA2 was then observed in the AcusSAcopS mutant. As CusR cannot be
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phosphorylated in bacteria lacking both sensors (CusS and CopS), the PcusR expression
pattern observed (Fig 5D) can be attributed mainly to dysregulated CopR activity (Fig 5C).
However, high levels of unphosphorylated CusR also contributed to these activities as the
copper-blind expression of PcusR noticed in CusRps1aaAcopSAcusS was still observed, albeit to
a lesser extent (Fig 5D). This unphosphorylated CusR activity was clearly observed on CusR-
only-activated pcoA2 promoter in AcusSAcopS that displayed copper-blind expression (Fig 5E):
as expected, similar activity levels were then observed when the CusR phosphorylation site is
mutated in the double mutant background (CusRpsiaaAcopSAcusS) (Fig 5E). Furthermore,
PpcoA2 expression levels were lower in AcusSAcopS compared to in AcusS, which underscores
the negative effect of phosphorylated CopR binding to the promoter (Fig 5E). In the
CopShz3saAcusS background, the pcoA2 promoter was not expressed, as no CusR is synthesized

(Fig 5D).

Finally, we wondered whether the CopRS and CusRS systems respond to and modulate
their regulon within the same range of copper concentrations. We compared their individual
sensitivities to copper and their sensitivity relative to that of the cytoplasmic detector CueR.
To do so, we used lacZ fusions to monitor the expression of a specific target of each
transcriptional regulator over time in response to different copper levels. We found CopRS
and CusRS to display a similar sensitivity and response to copper, inducing their target in the
presence of 0.5mM CuSOa. In contrast, CueR activates its target at lower copper

concentrations (from 0.01 mM) (S8 Fig).

To conclude on cross-talk, not only do the CopRS and CusRS systems share similar DNA-
binding sites and a target sequence, their HK can compensate for each other, with higher

efficiency observed for CussS.
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Horizontal acquisition of the cusRS and pcoA2 operons

As mentioned above, the reference P. paraeruginosa strain PA7 lacks the cusRS and pcoA2
operons. Analysis of the genomic environment surrounding this copper-related locus showed
that it is present on a genomic island that presents the features of an Integrative and
Conjugative Element (ICE) (Fig 6A). ICEs are large mobile genetic elements that are crucial for
the genetic plasticity of bacteria [35,36]. Consequently, the copper-related locus was probably
acquired by HGT. We named this island ICE1_IHMA, and it is one of three predicted ICEs in the
IHMA87 genome. It is 96,269 bp long, inserted at a tRNA-Gly site, and has an average GC
content of 64%. Among the 100 predicted coding sequences present on ICE1_IHMA, some
correspond to core ICE genes, required for the element’s life cycle. These include signature
genes coding for an integrase of phage origin (int) and a MOB(H)-type relaxase [37]. In
addition, the element possesses a set of mating-pore formation (MPF) genes encoding a T4SS
(tfc genes) including an ATPase (tfc16/virB4) and a Type IV coupling protein (tfc6/t4cp2).
Among the eight types of MPF system — classed based on diverse features — ICE1_IHMA is a
type G (MPFg). These systems are frequently found in Proteobacteria [38]. ICEs also carry
specific cargo genes, which usually provide the host with benefits and diverse phenotypic
properties [35]. Based on sequence homology and the organization of its core genes,
ICE1_IHMA is highly similar to PAGI-2, a prevalent clc-like family ICE in P. aeruginosa [16] (Fig
6A). By comparison with PAGI-2, we defined two specific cargo modules in ICE1_IHMA, named
A and B. Module A comprises four genes, of which three (IHMA87_02154-52) are predicted to
encode a CzcCBA-type heavy metal RND efflux pump. To assess whether this pump could be
involved in copper efflux, we deleted IHMA87_02154-52. No effect was observed in terms of

survival of the mutant obtained upon exposure to a high copper concentration (S2 Fig). In line
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with this result, the promoter region of IHMA87 _02154-52 was not targeted in vitro by CusR
or CopR [28]. The other module, Module B is composed of 21 cargo genes, among them the
cusRS and pcoA2 operons, but also several genes predicted to be involved in resistance to
chromate and arsenic compounds. Copper, arsenic, and chromium resistance genes
frequently co-occur in mobile genetic elements, favoring the spread of both metal resistance
genes and antibiotic resistance. The spread of such resistance is of concern because co-
selection promotes the acquisition of antibiotic resistance [10,39]. Although the gene
encoding the LysR-type regulator is present on PAGI-2, it was considered to be part of Module

B, since we demonstrated that it was part of the pcoA2 operon.

As ICEs are modular and cargo genes can be exchanged, we assessed how the two cargo
modules are distributed in bacterial genomes by performing blast searches against the NCBI
database (Fig 6B). Modules A and B from ICE1_IHMA are both present in several bacteria from
various genera. The most frequently represented genus was Pseudomonas, and the
corresponding predominant species are aeruginosa and paraeruginosa. The two modules
were also identified in other genera with distinct distributions, for example in a few
Achromobacter and Stenotrophomonas genomes, whereas only Module A was identified in
some Comamonas genomes. Interestingly, if the lysR gene located at the 3’ extremity of the
pcoA2 operon is excluded from the search for Module B, identical results were obtained. This
further emphasizes its co-occurrence with the cusRS and pcoA2 operons, and suggests a
possible role in their regulation.

We next focused our analysis on the distribution of the region from lysR to cusS, which
comprises the entire sequence of the two operons (Fig 6B). Initially, the search provided more
hits than obtained for searches with the whole of Module B, suggesting that this region can

be acquired or maintained independently of the rest of the module. The genera harboring the
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locus were similar to those with the module B, but the distribution varied with a higher ratio
of Pseudomonas. Among species, the region was mostly represented in P. aeruginosa and
P. paraeruginosa, with only two strains of Pseudomonas not belonging to these species. We
then examined the distribution and conservation of the lysR-cusS region over a database of
494 complete P. aeruginosa and P. paraeruginosa genomes. The clades were named based on
the approach described by Freschi et al. [40] from 1to 5, and, as proposed by Rudra et al. [25],
outlier group 3 was (re)classified as P. paraeruginosa (P.p). Bioinformatics analysis revealed
the locus to be present in several strains of P. aeruginosa clades 1 and 2, and (as expected) in
the IHMAS87 strain, which is classed in clade 3 (Fig 6C). The locus was not detected in the few

clade 4 and 5 strains for which genomes are available (www.pseudomonas.com; [27]).The

locus was present as part of a putative ICE in over 80% of genomes. In the remaining 20% of
genomes, it was part of regions bearing some similarity to an ICE, as determined based on
neighboring genes and their predicted functions. The reason these regions were not
immediately predicted to be ICEs can be attributed either to ICE degeneracy, or to a detection
failure. In all the loci identified, the motif recognized by CusR in the pcoA2-cusRS intergenic
sequence was conserved, indicating that the copper-resistance genes can be integrated into
the bacterial regulatory network, allowing them to be readily expressed in their host under
appropriate conditions.

Taken together, these data show that the lysR-cusS locus involved in copper resistance
is mainly found in the Pseudomonas genus where it can be acquired by HGT as part of an ICE.
As demonstrated by our research, the integration of this locus into the regulatory network
involves cross-regulation and cross-talk with endogenous regulatory actors. These constraints

must limit the acquisition of the locus by other genera.
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Discussion

In this study, we examined the integration of an acquired copper-resistance locus into
a housekeeping system, both at the level of regulatory pathways and in terms of the
protection it affords against toxic copper concentrations. The ICE-encoded copper-responsive
TCS CusRS was shown to control expression of its own gene and a divergently transcribed nine-
gene operon, pcoA2B2GOFCDK-lysR. The copper-related elements described here were
initially acquired by HGT, and are not the only example of accessory copper genes found in P.
aeruginosa species [11]. In bacteria, acquired systems can be even more efficient in coping
with copper stress than the core mechanisms, as observed for the copXL locus in
Staphylococcus aureus [41]. Although capable of conferring bacterial copper resistance, the
results presented here showed that the positive effects of the P. paraeruginosa Pco proteins
are masked by those of the core copper homeostasis proteins, controlled by the CopRS system
[19]. However, mutation of the pcoA2 operon reduced the metal response of both the CopRS
and the CusRS regulatory systems (Fig 2B): this indicates that Pco proteins also play a role in
maintaining copper compartmentalization that affects signal detection by both acquired and
conserved sensory HKs. Our results showed that the pcoA2 operon contributes to overall
copper homeostasis as it is under the control of the main core TCS CopRS. The control of
accessory genes by housekeeping TCSs has previously been documented for copper
homeostasis regulation. For example, in E. coli, although chromosome-encoded CusRS and
plasmid-borne PcoRS systems are independent TCSs, CusR activates expression of the
plasmid-encoded pcoE gene [42]. Similarly, in emerging pathogenic S. aureus strains, the core-
encoded regulator CsoR controls expression of genes present in several mobile elements,

conferring a phenotype that is hyper tolerant to copper [41,43]. In the P. paraeruginosa strain
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studied here, we found CopR to downregulate expression of the pcoA2 operon, probably by
competing with CusR for DNA binding (Fig 3B). This finding was unexpected as the pcoA2
operon does not appear to be a poisoned gift, given that it can improve the bacteria’s

resistance to copper stress when artificially overexpressed.

Although the homologous CopRS and CusRS systems respond to the same molecule
over the same concentration range, their downstream signaling mechanisms differ. The HKs
are often bifunctional enzymes with both phosphatase and autokinase activities, differentially
triggered depending on the signal detection [44]. We confirmed that the CopRS system relies
on a “phosphatase mechanism” in P. paraeruginosa like that observed in P. aeruginosa [34],
where CopS dephosphorylates CopR. The copper signal shuts down the phosphatase activity
of CopS and, consequently, CopR becomes active, triggering gene expression. With this modus
operandi, absence of HK leads to a copper-blind activation of the CopR regulon [34]. In the
strain studied here, the CusRS system acted like a canonical TCS, functioning more like the
recently discovered copper-responsive DbsRS TCS in P. aeruginosa [22]. DsbS can
dephosphorylate its partner DsbR and, upon direct binding of copper, it can
autophosphorylate. The phosphate is subsequently transferred to DsbR, which in turn
activates target genes, notably those responsible for copper resistance [22]. Although no CusR
dephosphorylation was observed, the data indicated that CusS HK could dephosphorylate the

non-cognate CopR in the absence of CopS.

The P. paraeruginosa IHMA87 proteins CusR and CusS share 70.7% and 41.5%
sequence identity, respectively, with their E. coli homologs [27]. In addition, both CusR
regulators have a perfectly palindromic DNA-binding site and a very restrictive regulon [42].

Only one significant target sequence was identified for IHMA87 CusR by DAPseq [28]. This
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sequence is the palindrome “ATTCATNnnATGTAAT”, located in the intergenic sequence pcoA2-
cusR. It is perfectly conserved in the equivalent locus in Achromobacter sp. AO22 [26]. E. coli
CusR preferentially binds to the palindrome “AAAATGACAANnTTGTCATTTT” [42], located
between the two divergent operons cusRS and cusC(F)BA. Although no other chromosomal
binding site could be identified [45], E. coli CusR also directly controls expression of the
plasmid-borne gene pcoE, which has palindromic sequence (TGACAANNTTGTCAT) in its
promoter. Another feature of the E. coli CusRS system is its ability to confer resistance to silver
toxicity. Thus, the HK CusS was shown to bind to both copper and silver [46,47]. As observed
for chromosomally-encoded CusRS and plasmid-encoded PcoRS systems in E. coli [42], CopRS
and CusRS are independent systems. However, in addition to the known cross-regulation (at
the level of both gene target and signal) [44], we demonstrated in vivo molecular
communication between the unrelated HK-RR pairs. Variable levels of cross-talk within TCS
signaling pathways have also been reported in other bacteria, ranging from absent (or not
observed) to highly represented as in the case of Mycobacterium tuberculosis [48,49]. As TCSs
often arose during evolution through gene duplication, the high levels of sequence identity
shared by the paralogs may favor interactions. However, distinct mechanisms normally evolve
rapidly after duplication to insulate the systems, preventing inappropriate interactions and
favoring the specificity of the molecular interactions within each system. Although generally
considered to be a disadvantage for the bacteria, as it decreases the specific response and
may trigger inappropriate responses, cross-talk can also be beneficial. Indeed, it can provide
some evolutionary benefits, such as complex signal-processing mechanisms or priming to
respond to future stimuli [44,49,50]. In the IHMAS87 strain, our results indicate that CusS could
compensate for the absence of CopS by maintaining the relevant CopR phosphorylation status

thanks to its copper-responsive function. CusS could also control CopR activity in the presence
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of the constitutive phosphatase CopShzssa (Fig 5C). The reciprocal reaction was less efficient,
as CopS was only partially capable of replacing CusS in its interaction with CusR. Whether the
system also controls CusR phosphorylation is less clear, as this reaction requires a
phosphotransfer step not reported for the CopS-CopR pair. In addition, results were blurred
by cross-regulation exerted by the two TCSs on target genes (Fig 5D,E). We nevertheless
produced schematic models that fitted the in vivo results indicating the cross-talk between
CusRS and CopRS (S7 Fig). These models will need to be consolidated by further experiments,
in particular to determine the extent of the protein interactions and the HK activities toward

the cognate/non-cognate RRs.

The in vivo cross-talk detected between the CusRS and CopRS systems in
P. paraeruginosa was unexpected. First, CopRS is encoded by the core genome of the
bacterium whereas CusRS is coded by genes present in the HGT-acquired ICE. Second, while
the RRs of the two systems share 69% sequence identity, the HKs CopS and CusS only share
36.4% identity. These two HKs also act differently on their cognate RRs. Third, cross-talk
usually involves the absence of both the reciprocal RR and the cognate HK of two distinct TCSs,
as observed for CpxA—CpxR and EnvZ—OmpR in E. coli and mentioned for cross-talk from CusS
to OmpR and CpxR [44,50]. The reason is that the RRs usually compete with other RRs for
interaction with their cognate partner(s) to prevent misregulation. However, here, in the
absence of CopS, CusS controlled the activity of CusR and CopR normally. Moreover, it did so
even in the presence of the constitutive phosphatase CopSwa23sa. Although it originated from a
lateral transfer, our bioinformatics analyses revealed that the locus is mainly present in
P. aeruginosa and P. paraeruginosa strains, where the genes are probably readily expressed.
The expression advantage of copper resistance on bacterial fitness might explain this

distribution. In addition, the cross-regulation and cross-talk with endogenous regulatory TCSs
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may be required for appropriate integration of the locus, making it possible to tightly control
expression without creating a burden. This would naturally limit spread of this ICE to other

species.

Despite having been acquired by HGT, we also observed that the cusRS-pcoA2 locus
was a site of fierce competition for regulation, completely integrated into the conserved TCS
regulatory network. Indeed, four core genome-encoded RRs — IrIR, MmnR, CzcR and CopR —in
addition to the accessory CusR can bind the cusRS-pcoA2 intergenic region in vitro [28]. All
these RRs belong to the OmpR family with winged-HTH effector domains. The corresponding
genes are organized in a two-gene operon with downstream, overlapping genes encoding the
cognate HK (www.pseudomonas.com; [27]). Phylogenetic analysis clustered them together,
inferring that they emerged by RR-HK pair duplication [51]. A genome-wide binding assay
revealed these closely related regulators to share similar DNA-binding motifs, and extensively
overlapping gene targets (Fig S4) [28]. The physiological relevance of IrIR and MmnR binding
could not be assessed here, as the signals detected by their cognate HK are as yet unknown.
Although the mmnRS locus was reported to be upregulated in response to copper shock [52],
we observed no effect of mmnR inactivation on the expression of cusRS and pcoA2 in the

presence of copper (S5 Fig).

Even if the five RRs bind to similar targets in vitro, their physiological role is more
delimited, as CopR, CusR and CzcR are known to have their own regulon with only a few shared
and cross-regulated targets. Similarly, in Pseudomonas stutzeri, comparison of the in vitro
binding sites and regulons of CzcR and the paralogs CopR1/CopR2 revealed limited target
sharing and cross-regulation [53]. In addition, their binding was shown to induce either

activation or repression with response amplitudes varying depending on the promoter bound
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[53]. Along the same lines, while CusR, CopR and CzcR could bind to the same DNA region, we
observed that their effects on the expression of cusRS-pcoA2 ranged from activation (to
various extents) to no activation at all (illustrated in S6 Fig). The molecular dynamics of the
TCSs, signal perception by HKs, and phosphorylated RR levels are among other important in
vivo parameters that will need to be investigated. Nevertheless, based on the results
presented here, these variable outcomes may also be due to differences in RR-DNA and/or
RR-RNA polymerase interaction, as demonstrated for the E. coli paralogs KdpR and OmpR [54].
Indeed, a new set of target genes for duplicated RRs can evolve through changes in the DNA-
binding sites recognized and their capacity to interact with the RNA polymerase [55].
However, sometimes the second mechanism is not without consequences, as shown here,
where CopR not only fails to activate pcoA2 promoter expression, but actually inhibits it by
competing with CusR for binding. Furthermore, as proposed for CopRS and CzcRS in P. stutzeri
[53], we cannot exclude the possibility that cross-talk between these two homologous TCSs
exists, adding a level of complexity to the regulatory networks. Overall, our findings
emphasized that the effects of a regulator binding to a promoter cannot always be predicted

and must be determined on a case-by-case basis.

This study also illustrated the connection between zinc and copper homeostasis, with
cross-regulation observed with CzcR, CopR and CusR. The two metals play a major role in host-
pathogen interactions and, during infection, higher copper and zinc concentrations can be
encountered by bacteria under the same physiological conditions. For example, in
phagolysosomes [56], these two metal ions contribute to bacterial killing. Synergized
responses to the two elements relying on cross-regulation have been described in P.
aeruginosa [57,58]. For instance, high copper concentrations lead to both increased zinc and

copper resistance, and overproduced CopR can activate expression of czcRS, which in turn
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activates CzcCAB synthesis [57]. The regulator CzcR also controls the expression of the CopR-
regulated ptrA-czcE-queF operon [33,58]. In a previous study, we found that PtrA is a
periplasmic protein involved in copper tolerance [59]. In addition, CzcE was recently found to
be a novel element required for zinc resistance [33]. Therefore, this operon harbors genes
involved in tolerance to both metals. The data presented here further demonstrated that CzcR
activates expression of the pcoA2 operon, which is integrated in the RR regulon. As CzcRS is
known to respond to cadmium in addition to zinc [33], this broadens the range of signals

capable of triggering expression of the pcoA2 and cusRS operons.

In conclusion, some P. aeruginosa strains harbor ICE carrying genes for copper
resistance, as well as cognate regulatory elements that are completely integrated into the
bacterial regulatory network. Synthesis of this accessory copper system is tightly controlled in
the intergenic regulatory region, which is a hot spot for binding of five RRs. The RRs compete
for DNA binding and their docking stimulates or silences gene expression. The reason for the
negative effect exerted by the regulator CopR is not known, but expression of the pcoA2
operon can be modulated by signals other than copper. Therefore, the accessory copper-
resistant mechanisms might be physiologically relevant in (as yet unidentified) conditions

encountered in the host or in the environment.

Material and Methods

Bacterial strains and growth conditions

The E. coli, P. aeruginosa and P. paraeruginosa strains used in this study are described

in S1 Table. Bacteria were grown aerobically in LB at 37 °C with agitation. To assess the effect
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of copper on gene expression, overnight cultures were diluted to an ODeoo of 0.1 in LB
supplemented with the indicated CuSO4 concentrations, and growth was continued until the
ODsoo reached around 1.0 (2.5 h). Growth in 96-well plates at 37 °C with agitation was
assessed by following the ODsgs of 200-plL cultures in LB with the CuSOs concentrations
indicated. Plates were read by a microplate reader at the indicated times. For copper
sensitivity plate assays, 15 g/L agar was added to M9 minimal medium (48 mM Na;HPOQg,
22 mM KH2POs4, 9 mM NaCl, 19 mM NHCl, 2 mM MgS0s4, 0.1 mM CaCl,, 0.2% Glucose)
supplemented with CuSO4. When LB cultures reached ODeoo of 1.0, 10 plL of a 10-fold serial
dilution of the cultures were spotted on the M9 media and the plates were incubated for 1 to
2 days at 37 °C. Antibiotics were added at the following concentrations (in ug/mL): 200
spectinomycin (Sm), 100 ampicillin (Ap), 50 gentamicin (Gm), 10 tetracycline (Tc), and 10
chloramphenicol (Cm) for E. coli; 75 Gm and 75 Tc in presence of 5 irgasan (Irg) in LB for P.

aeruginosa.

Plasmids and genetic manipulation

The plasmids used and the primers for PCR are listed in S1 and S2 Tables, respectively.

All constructions were verified by sequencing.

To generate P. paraeruginosa deletion mutants, upstream (sF1/sR1) and downstream
(sF2/sR2) flanking regions of the different genes were fused and cloned into an Smal-cut
PEXG2 plasmid by sequence- and ligation-independent cloning (SLIC) using the appropriate

primer pairs [60].

For chromosomal insertion of the PBAD upstream pcoA2 operon, a pEXG2 plasmid was
created by SLIC with upstream and downstream sequence of the pcoA2 promoter sequence,

creating a Spel site 52 bp upstream of the start codon. Then, the 1580-bp “araC-PBAD”
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fragment was excised from pSW196 using Xbal and cloned into the Spel site created, to

produce pEXG2-PBAD-pcoA2-Sp.

For mutagenesis by insertion of the Q interposon, the MCS-contained BamHI site was
first deleted from pEXG2 (pEXG2AB). Then a de novo BamHI site was created while using SLIC
to fuse two fragments of pcoA2 in Smal-cut pEXG2AB. Finally, the Q interposon from pHP45Q

was introduced into BamHI-cut pEXG2AB-IHMA_02164.

To replace residue His by Ala in CusS and CopS, we used SLIC to generate a fragment
with the mutated codon and create a Sacll site to allow subsequent restriction analysis

screening of PCR-amplified fragments.

To create the transcriptional lacZ fusions, the miniCTX-lacZ plasmid was first modified
to prevent transcriptional interference by integrating the strong rrnB terminator sequence
into its Xhol-Kpnl sites, as described in Trouillon et al. [61], to produce miniCTX-TrrnB-lacZ.
Then, fragments comprising the ATG and around 500 bp upstream of each target analyzed
were amplified using the appropriate pairs (sF/sR) for insertion into Smal-cut miniCTX-TrrnB-
lacZ by SLIC. To create mutations in the regulator binding sites, another pair of overlapping
mutated primers (sR1/sF2) were used to create two overlapping fragments (sF/sR1 et sF2/sR),

also inserted into Smal-cut miniCTX-TrrnB-lacZ by SLIC.

The pEXG2- and miniCTX-TrrnB-lacZ-derived vectors were transferred into P.
paraeruginosa IHMARS87 strains by triparental mating using the helper plasmid pRK600. Allelic
exchanges for mutagenesis were selected as previously described [62]. To create the mutant
encoding the CusRps1a protein, the mutated sequence was introduced into the AcusR mutants

to replace the deleted gene.
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For E. coli overproduction of CusR protein with an N-terminal 6xHis-Tag, the cusR gene
was first amplified by PCR using IHMA87 genomic DNA as template, and SLIC was used to

insert the fragment into the pET15b plasmid cut with Ndel and BamHI.

B-galactosidase activity assay

B-galactosidase activity was assessed at least in triplicate as previously described
[63,64], after 2.5 h of growth in the indicated media. On the bar graphs, activities were
expressed in Miller Units (MU), and error bars correspond to the standard error of the mean
(SEM). When relevant, statistical significance was assessed using ANOVA test with Tukey's

method.

Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction (RTqPCR)

Extraction of total RNA, cDNA synthesis and qPCR were carried out as previously
described [61] with the following modifications: the cDNA was synthesized using 3 pug of RNA
and the SuperScript IV first-strand synthesis system (Invitrogen). For each strain and condition,
MRNA expression was measured for three biological replicates. Data were analyzed with the
CFX Manager software (Bio-Rad), and expression levels were normalized relative to rpoD
reference Cq values using the Pfaffl method. The sequences of the primers used can be found

in S2 Table. Statistical analyses were carried out with T-test.

Production and purification of CusR

HissCusR (HeCusR) was produced in E. coli BL21 Star (DE3) strains harboring pET15b-
CusR, grown in LB at 37 °C. Expression was induced by adding 1 mM isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside when cultures had reached an ODeoo of 0.6. Cells were grown for a

further 2h at 37°C and 150 rpm, and then harvested by centrifugation. They were
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resuspended in 20 mL of IMAC buffer (25 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 8) containing 10 mM
Imidazole and supplemented with Protease Inhibitor Mixture (Complete, Roche Applied
Science) for lysis at 4 °C by sonication. After centrifugation at 200,000 x g for 30 min at 4 °C,
the soluble fraction was loaded onto a 1-mL anion exchange column (HiTrap 1 mL HP, GE
Healthcare) and purified on an Akta purifier system. The protein was eluted by applying a 30-
mL gradient ranging from 10 to 200 mM Imidazole in IMAC buffer at a flow rate of 1 mL/min.
Eluted protein was diluted 1:20 in Tris-NaCl buffer (50 mM Tris- HCI, 150 mM NaCl, pH 8) for

conservation before use.
Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)

Probes were generated by annealing complementary primer pairs, one of which was
Cy5-labeled, to form the fluorescent probe. 0.5 nM of the resulting 60-bp DNA fragments were
incubated for 15 min at 25 °C in EMSA Buffer (20 mM HEPES, 80 mM KClI, 20 mM MgCl,,
0.8 mM EDTA, glycerol 7.5%, 0.1 mM dithiothreitol, pH 7.9). For competition assays,
unlabeled DNA probes were added to the reaction at either 0.5 nM (equal amount) or 200 nM
(400-fold excess). The proteins were then added at the indicated concentrations in a final
reaction volume of 20 pL and incubated for a further 20 min at 25 °C. Samples were then
loaded onto a native 5% Tris-Borate-EDTA (TBE) polyacrylamide gel and run at 100 V and 4 °C
in cold 0.5X TBE Buffer. Fluorescence imaging was performed using an ImageQuant 800

imager.

Bioinformatics analyses

ICEs were identified and delineated using the web-based tool ICEfinder [65]. ICEs were
typed using ConjScan [66] on the Pasteur Galaxy platform [67]. Sequences were aligned and

visualized with clinker [68]. Blast analyses were performed with BLASTn [69]. Complete
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genome sequences of P. aeruginosa (n= 487) and P. paraeruginosa (n=7) were downloaded
from the Pseudomonas Genome Database [27]. Genomes were annotated with Prokka [70],
and core genomes were determined with Roary [71] before alignment with MAFFT using the
default parameters [72] on the Galaxy server [73]. The resulting alignment was used to build
a maximum-likelihood phylogenetic tree with FASTTREE [74] on the Galaxy server. The

phylogenetic tree was finally visualized and annotated using iTOL [75].
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Fig 1. CusRS is a copper responsive and self-regulated TCS. (A) Genetic organization of the copper-related
gene locus identified in strain IHMA87. Blue: copper-resistance genes; Orange: regulatory genes. (B) The
pcoA2-cusR intergenic sequence, framed by the start codon (colored highlights) of each divergent gene.

The -10/-35 sequences of the cusR promoter (underlined) were predicted using BPROM. The putative CusR
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binding site, the palindromic sequence, is in bold and highlighted in gray, with the summit of the peak
identified by previous DAPseq [28] identified by an arrowhead. The mutated sequence (BSmut) used in the
study is indicated in the inset, with the 4 mutated bases indicated by asterisks. (C) Electrophoretic mobility
shift assay of CusR on the pcoA2-cusR intergenic region. Up to 75 nM of recombinant His6-CusR protein
were incubated with 0.5 nM Cy5-labeled 60-mer probe for 15 min before electrophoresis. For competition
assays, excess unlabeled PcusR probe (200 nM, 400-fold) was added to the reaction. Arrowheads indicate
the positions of unbound free probes (bottom) and CusR/probe complexes (top). (D, E) B-galactosidase
activities of the wild-type IHMA87 strain (WT) and the AcusR strain harboring the indicated PcusR-lacZ (D)
and PpcoA2- lacZ (E) transcriptional fusions. The different regions studied are illustrated in the left panels.
Black rectangles: putative -10/-35 boxes of cusR promoter; Gray rectangle: palindromic sequence, with the
BSmut sequence indicated by an asterisk. Arrow: putative transcription start sites, the arrow is dotted for
pcoA2 as it was not predicted by BPROM. Experiments were performed in triplicate and error bars indicate

the SEM.
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Fig 2. The CusR regulon plays a role in bacterial copper resistance. (A, B) Copper sensitivity plate
assays of the different strains used in the study. AAA corresponds to the AcusRAcueRAcopR triple
mutant and Q to the pcoA2::Q background. 10 pl of 10-fold serial dilutions, as indicated under
images (101 to 10°®), were deposited on M9 plates containing the CuSO4 concentration indicated.

Plates were observed after 24 h (M9) or 48 h (Cu) of growth at 37°C.

41



PcusR-lacZ B PpcoA2-lacZ |mm LB

A
£ 1500 800 = 04 LB+ Cu
2
g I
= 600 = 1 I
?; 1000 f
."§
'§ 400 =
% 500
3 200 =
72}
o
B
Lg?) 0".l .I|]_.| 0 | | p— | p— | |
“ N Go& 0\}@?- OoQQ‘ ooe’@ ooQQ. GoéL N & 0\5"& 0\3‘?’% Oo“?(iL 0&% OOQ% Go‘?@ W
L2 v v A - e V- NN A\
& & & & & &
Y?(’\) R Y?Go Y;g}" Y?G} vo‘"

C D E
. PcopA1-lacZ PpcoA-lacZ PpcoA-lacZ PpcoA2-lacZ PcopA-lacZ
2 250 2500 - 2000 - 400 300 I
-]
- I
o 4 1 1 - I
= 200 2000 x X 15004 | 300
< 200
2 150 1500
= 1000 200
o 100- 1000 -
© 100
S 5 500 500 100
_Q
o
§ o- _lJ,ﬂ_l,J,[[ 0-tmy Lapan o-la 0-ar oL
[@)]
' & & O & O O
< $ 0\3& G\)@Q‘ GOQQ GOQQ‘ $ 0& 0\‘}& OOQQ. GOQQ‘ Qé ?ﬂ' Q\ ?SL @ ?%

& o ¢ < Q

v v

Fig 3. Cross-regulation by CusRS and CopRS. -galactosidase activities are shown for strains harboring
the PcusR-lacZ (A), PpcoA2-lacZ (B), PcopAl-lacZ (C), or PpcoA-lacZ (D) transcriptional fusions. AAA
corresponds to the AcusRAcueRAcopR triple mutant. (E) B-galactosidase activities of the wild-type and
pcoA2::Q) strains containing the indicated transcriptional fusions. Experiments were performed in

triplicate; error bars correspond to the SEM.
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Fig 4. CusRS regulon is also controlled by CzcRS. B-galactosidase activities of the IHMAS87 strain (WT)

and its isogenic czcR mutant harboring the three transcriptional fusions indicated. Activities were

measured after 2.5 h of growth in LB or LB supplemented with 0.5 mM ZnCl,, 0.5 mM CuSO,, or 0.5

mM ZnCl,/0.5 mM CuSO,. Error bars indicate the SEM. Statistical significance was assessed by ANOVA,

applying Tukey's method (p-value, 0.05 [*], 0.01 [**], 0.001 [***], or 0.0001 [****]).
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Fig 5. TCS mechanisms and cross-talk. B-galactosidase activities of the strains harboring the

transcriptional fusions indicated, after 2.5 h in LB or LB supplemented with 0.5 mM CuSO,. Error bars

indicate the SEM.
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Fig 6. Conservation of lysR-cusS locus in P. aeruginosa and P. paraeruginosa species. (A) Comparison of
the sequences of ICE1_IHMA and PAGI-2. ORFs are color-coded as follows: pcoA2B2GOFCDK, blue; cusRS,
orange; genes involved in conjugation, transfer and integration of ICE, black; homologous genes, white;

genes without any corresponding counterparts in ICE1_IHMA and PAGI-2, gray. Intensity of the link
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between ORFs was based on % identity between the orthologous proteins. (B) Distribution of genera
across genomes harboring modules carried on ICE1_IHMA, as defined in (A). Genera with a single
representative are not shown. Module A: Delftia, Diaphorobacter, Ralstonia and Variovorax; Module B:
Aerosticca, Delftia, Tistrella and Variovorax; lysR-cusS locus: Aerosticca, Bordetella, Delftia, Raoultella,
Ralstonia, Tistrella, Variovorax and Xanthomonas. (C) Phylogeny of P. aeruginosa and P. paraeruginosa
species and distribution of /ysR-cusS. Inset shows unrooted tree at scale, with the number of genomes for
each clade The presence of the locus is indicated by blue square, a blue dot signals whether the genes are

encoded in a predicted ICE.
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S1 Fig. Delineation of the pcoA2 operon. RT-gPCR analysis of relative pcoB2, pcoF, pcoK, and lysR
expression in IHMA87 and IHMA87 pcoA2::Q. Strains were grown for 2.5 h in LB or LB containing 0.5 mM
CuS0,, as indicated. The rpoD gene was used as a reference. Experiments were performed in triplicate, and

error bars represent the SEM.
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S2 Fig. Copper resistance of different UTI isolates. Copper sensitivity plate assays with the strains
indicated. 10 ul of 10-fold serial dilutions, as indicated under the images (10! to 1077), of each strain

were deposited on M9 plates and M9 plates supplemented with 20 mM CuSO,.
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S3 Fig. Copper resistance in rich media. (A) Growth of the different strains was monitored in LB
supplemented with various CuSO, concentrations, as indicated. (B) The PBAD promoter was introduced
upstream of the pcoA, operon to place it under the control of the inducible promoter. The growth of the
resulting strain was compared to that of the wild-type strain in LB supplemented with 2% arabinose (to
induce PBAD) and 0, 2, or 5 mM CuSO,. (A,B) Growth in 96-well plates was monitored for the times

indicated.
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S4 Fig. CusR, CopR and CzcR targets. Reanalysis of previously published DAPseq data obtained for the
IHMAS87 genome [28]. (A) Enrichment coverage tracks of DAP-seq against negative controls are shown for
the five RRs with binding sites on the copper-related locus, as indicated. (B) Venn diagram showing a large
range of targets that overlap in vitro for the three RRs on the IHMA87 genome. Each target corresponds to
the upstream region of one or more transcriptional units. Boundaries set for the upstream region were -400
and +20 bp from the ATG. (C) Targets common to the 3 RRs on the IHMAS87 genome with the fold-
enrichment of each peak and its rank among other targets of the RR. The targeted intergenic region of the
different transcriptional units is indicated by a black triangle. The annotations “03821” and “04274-76"

correspond to “IHMA87 _03821" and “IHMA87 04274 76" (www.pseudomonas.com; [27]).
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S5 Fig. Effect of lack of IrIR and MmnR on the copper-related locus. B-Galactosidase activities of the
indicated strains harboring the PpcoA2-lacZ or PcusR-lacZ transcriptional fusions, after 2.5 h in LB or LB
supplemented with 0.5 mM CuSO,. Experiments were performed in triplicate; error bars correspond to

SEM.
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S6 Fig. CusR, CopR and CzcR: three regulators, three distinct outcomes. Model proposed for the action
of the three RRs that compete for binding to the same site in the pcoA2-cusR intergenic region. The
activating molecule (copper or zinc) is indicated for each system. The thickness of the long arrows and the

number of “+” signs indicate the strength of transcriptional induction, if any.
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S7 Fig. Models of CopRS and CusRS mechanisms and cross-talk. Mechanisms proposed for CusRS and CopRS

control of expression of the three target genes, pcoA1l, cusR, and pcoA2, in the absence or presence of copper. Wild-

type strain (A), AcusS (B), AcopS (C), and AcopSAcusS (D). The number of “+”

signs below the genes reflects the

extent of transcriptional activation by the RRs. X represents the unknown entity providing CopR with phosphate.

Panel B: although the phosphate status of CopS was unexpected, the data show a CopS-dependent phosphorylation

of CusR in the absence of CusS.
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S8 Fig. Similar copper sensitivity of CusRS and CopRS. B-galactosidase activities of the wild-type IHMA87
harboring the PcopAl-lacZ, PpcoA-lacZ, or PpcoA2-lacZ transcriptional fusions. Growth in 96-well plates

was assessed in LB supplemented with CuSO, at the concentrations indicated.
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S1 Table. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Genotype or relevant properties Reference/Source
Strains
P. paraeruginosa
IHMA879472 (IHMA87) wild-type strain (urinary infection) [1]
IHMA87AcusR IHMAS87 with IHMA87_02165 (cusR) deletion This study
IHMA87AcusS IHMAS87 with IHMA87 02166 (cusS) deletion This study
IHMA87AcusRS IHMA87 with IHMA87_02165-02166 deletion This study
IHMAS87AcopR IHMAS87 with IHMAS87 02262 (copR) deletion This study
IHMA87AcopS IHMAS87 with IHMA87_02261 (copS) deletion This study
IHMA87AcopRS IHMAS87 with IHMA87 _02262-02261 (copRS) deletion This study
IHMA87AcueR IHMAS87 with IHMA87 05258 (cueR) deletion This study
IHMA87AcusSAcopS IHMAS87 with cusS and copS deletions This study
IHMA87AcusSAcopRS IHMAS87 with cusS and copRS deletions This study
IHMA87AcusRAcopR IHMAS87 with cusR and copR deletions This study
IHMA87AcusRAcueR IHMAS87 with cusR and cueR deletions This study
IHMA87AcopRAcueR IHMAS87 with copR and cueR deletions This study
IHMAS87AcusRAcopRAcueR | IHMAS87 with cusR, copR and cueR deletions This study
IHMAS87AccuS cusRpsia IHMAS87AcusS bearing gene encoding CusRpsia variant | This study
IHMAS87AcusSAcopScusRpsia | IHMA87AcusSAcopS bearing gene encoding CusRpsia This study
variant
IHMA87AcopRS cusRps1a IHMAB87AcopRS bearing gene encoding CusRpsia variant | This study
IHMAS87AcopRS cusSkzesa IHMAS87AcopRS bearing gene encoding CusStzsea This study
variant
IHMA87AcopSAcusR IHMAS87 with copS and cusR deletions This study
IHMA87AcopSAcusRS IHMAB87 with cop$S and cusRS deletions This study
IHMA87AcusS copSkzzsa IHMAB87AcusS bearing gene encoding CopSkzssa variant | This study
IHMAS8 AcusRS copSkzssa IHMA87AcusRS bearing gene encoding CopSt23sa This study
variant
IHMAR87 ::PBAD-pcoA2 IHMAR87 with araC-PBAD inserted upstream pcoA2 This study
IHMA87 pcoA2::Q IHMA87 with Q interposon inserted in pcoA2 This study
IHMAS87AcusR pcoA2::Q IHMAS87AcusR with Q interposon inserted in pcoA2 This study
IHMA87AcopR pcoA2::Q IHMA87AcopR with Q interposon inserted in pcoA2 This study
IHMAS87AcusRAcopR IHMAS87AcusRAcopR with Q interposon inserted in This study
pcoA2::Q pCcoA2
IHMA87AczcR IHMA87 with IHMA87_02627 (czcR) deletion This study
IHMAS87AIrIR IHMA87 with IHMA87_05374 (irIR) deletion This study
IHMA87AmmnR IHMA87 with IHMA87_03730 (mmnR) deletion This study
IHMA87ARND IHMA87 with IHMA87_02154-02152 deletion This study
E. coli
TOP10 Chemically competent cell Invitrogen
BL21 Star (DE3) F" ompT hsdSg (re” mg’) gal dem rne131(DE3) Invitrogen
Plasmids
pRK600 Helper plasmid with conjugative properties (Cm® ) [2]
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pPEXG2 Allelic exchange vector (Gm®) [3]

pPEXG2-IHMAAcusR PEXG2 carrying SLIC fragment for cusR deletion (Gm®) | This study

pEXG2-IHMA cusR D51A PEXG2 carrying SLIC fragment for cusR mutation (Gm®) | This study

PEXG2-IHMAAcusS bis PEXG2 carrying SLIC fragment for cusS deletion (Gm®) This study

PEXG2-IHMAcusS_H266A PEXG2 carrying SLIC fragment for cusS mutation (Gm®) | This study

PEXG2-IHMAAcusRS pEXG2 carrying SLIC fragment for cusRS deletion (Gm® ) | This study

PEXG2-IHMAAcopR PEXG2 carrying SLIC fragment for copR deletion (Gm®) | This study

PEXG2-IHMAAcopS bis PEXG2 carrying SLIC fragment for copS deletion (Gm®) | This study

PEXG2-IHMAcopS_H235A pEXG2 carrying SLIC fragment for copS mutation (Gm® ) | This study

PEXG2-IHMAACcopRS bis PEXG2 carrying SLIC fragment for copRS deletion (Gm® ) | This study

PEXG2-IHMAAcueR PEXG2 carrying SLIC fragment for cueR deletion (Gm®) | This study

PEXG2-IHMAAczcR pEXG2 carrying SLIC fragment for czcR deletion (Gm®) This study

pPEXG2-IHMAAIrIR PEXG2 carrying SLIC fragment for irIR deletion (GmF) This study

PEXG2-IHMAAmMmmnR pEXG2 carrying SLIC fragment for mmnR deletion (Gm® | This study
)

PEXG2-IHMAARND PEXG2 carrying SLIC fragment for IHMA87_02154- This study
02153-02152 deletion (GmF)

PEXG2-PpcoA2-Sp PEXG2 carrying SLIC fragment for araC-PBAD insertion | This study
upstream of the pcoA2 operon (GmR)

PEXG2-PBAD-pcoA2-Sp PEXG2-PpcoA2-Sp with araC-PBAD fragment from This study
pSW196 (GmF)

pSW196 Site-specific integrative plasmid with PBAD30- [4]
promoter (attP site, FRT, Tcf)

PEXG2AB-pcoA2 BamHI-deleted pEXG2 carrying 995-bp fragment of This study
pcoA2 gene (GmF)

PEXG2AB-Q-pcoA2 PEXG2AB-pcoA2 with Q interposon inserted into pcoA2 | This study
fragment (Gm®, Spc?, SmF)

pHP45Q Derivative of pBR322 plasmid carrying the Q [5]
interposon (Ap®, Spc®, Sm®)

miniCTX1-lacZ Site-specific integrative plasmid with promoter-less [6]
lacZ (attP site, FRT, Tcf)

miniCTX-TrrnB-lacZ mini-CTX1-lacZ with strong rrnB terminator (attP, FRT, | This study
TcR)

pCTXter-PcusR-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the cusR promoter This study
(503 bp) fused to lacZ (attP,Tck)

pCTXter-PcusR2-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the cusR promoter This study
(126 bp) fused to lacZ (attP,Tck)

pCTXter-PcusR3-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the cusR promoter (85 This study
bp) fused to lacZ (attP,Tck)

pCTXter-PcusR4-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the cusR promoter This study
(144 bp) fused to lacZ (attP,Tck)

pCTXter-PcusR-DBSmut-lacZ | miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the mutated cusR This study
promoter (503 bp) fused to lacZ (attP,TcR)

pCTXter-PpcoA2-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the pcoA2 promoter This study
(501 bp) fused to lacZ (attP,Tck)

pCTXter-PpcoA2 sh-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the pcoA2 promoter This study
(171 bp) fused to lacZ (attP,Tck)

pCTXter-PpcoA2 DBSmut- mMiniCTX-TrrnB-lacZ harboring the mutated pcoA2 This study

lacZ

promoter (501 bp) fused to lacZ (attP,TcR)
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pCTXter-PcopR-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the copR promoter fused | This study
to lacZ (attP,TcR)
pCTXter-PcopAl-lacZ mMiniCTX-TrrnB-lacZ harboring the copA1 promoter This study
fused to lacZ (attP,TcR)
pCTXter-IHMA-PpcoA-lacZ mMiniCTX-TrrnB-lacZ harboring the pcoA promoter fused | This study
to lacZ (attP,TcR)
pCTXter-PrhlA-lacZ mMiniCTX-TrrnB-lacZ harboring the rhIA promoter fused | This study
to lacZ (attP,TcR)
mMiniCTX-PczcCBA-lacZ miniCTX-lacZ harboring the czcA promoter fused to This study
lacZ (attP,Tc?)
pET15b Expression vector (Ap®) Novagen
pPET15b-CusR Expression vector of His6-CusR (Ap®?) This study
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S2 Table. Primers used in this study

Name Sequence (5’ -> 3’) Use
PEXG2-mut-cusR-sF1 GGTCGACTCTAGAGGATCCCC cusR deletion
GTAGCCACGCCTGGCTTG
PEXG2-mut-cusR-sR1-bis GAGCGTGTATCCCATTCCACG cusR deletion
CAGCAGTTTCATCGCATGTCC

PEXG2-mut-cusR-sF2

GTGGAATGGGATACACGCTCG

cusR deletion

PEXG2-mut-cusR-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC

cusR deletion

CGCTGAATCGTCAGCAGGCA
PEXG2-mut-cusR-sF1 GGTCGACTCTAGAGGATCCCC CusRps1a mutation
GTAGCCACGCCTGGCTTG
PEXG2-cusR-D51A-sR1 GG CCAAGACCACCAGATCGTATGT CusRps1a mutation
PEXG2-cusR-D51A-sF2 TACGATCTGGTGGTCTTGGCC CusRps1a mutation

GTCATGCTGCCGGATGTCAATG

PEXG2-mut-cusR-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC

CusRps1a mutation

CGCTGAATCGTCAGCAGGCA
PEXG2-mut-cusS-sF1 GGTCGACTCTAGAGGATCCCC cusS deletion
GCGCTGGCCAACGCATCAAT
PEXG2-mut-cusS-sR1 TCA GGCCAAGTGTTGCTTCAGTTC cusS deletion
PEXG2-mut-cusS-sF3 CTGAAGCAACACTTGGCCTGA cusS deletion

ATTGCGGAGGCACATGGTGGC

PEXG2-mut-cusS-sR3

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC
AGTACCTTGATCTTGATCAATAAG

cusS deletion

PEXG2-cusS-H266A-sF1

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC
ATTTGATCGTGTGGCAGGAGGAT

CusSh266n Mmutation

PEXG2-cusS-H266A-sR1

CGCGGCGATGTCTGCGGAAAAGTGTG

CusSha66a mutation

PEXG2-cusS-H266A-sF2 TTTTCCGCAGACATCGCCGCG CusShaesn mutation
GAGTTGCGCACGCCCGTCAC

PEXG2-cusS-H266A-sR2 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC CusShasea mutation
GTCCTGCGAAAGCAAGACCG

PEXG2-mut-cusRS-sF1 GGTCGACTCTAGAGGATCCCC cusRS deletion
GTTGGTTACACGGATTGTGACG

pPEXG2-mut-cusRS-sR1 TCA GTTCTCGTCTTCAACGACCAGC cusRS deletion

PEXG2-mut-cusRS-sF2 GTCGTTGAAGACGAGAACTGA cusRS deletion

CAGGACGAGCAGTGGACAACG

PEXG2-mut-cusRS-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC
GCGCAACGAACCAGCAG

cusRS deletion

PEXG2-mut-IHMA copR-sF1

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC
AAACCCGCCGACCGGAAACCA

copR deletion

PEXG2-mut-IHMA copR-sR1

TCATTCGTCGCGTTCTTCGAG
GATCAGCAGTTTCATGTTCATCC

copR deletion

PEXG2-mut-IHMA copR-sF2

CTCGAAGAACGCGACGAATGAG

copR deletion

PEXG2-mut-IHMA copR-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC
TGATGTCGAGGATCACGGTGAG

copR deletion

PEXG2-mut-copS-sF1

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC

copS deletion

GGTGCTGTTCCTCACTGC
PEXG2-mut-copS-sR1 TCA GGATAGCCGGGAACCGAGTCC copS deletion
PEXG2-mut-copS-sF2 CTCGGTTCCCGGCTATCCTGA copS deletion
GAGATCCGCTGCGAGTCCGC
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PEXG2-mut-copS-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC
AAACTGCAGGTACACCACCTG

copS deletion

PEXG2-copS-H235A-sF1

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC
GCCTGCCGCAGCCTGCGCA

CopSh23sa mutation

PEXG2-copS-H235A-sR1

GCG GGCGATGTCGGCGGAGAACG

CopSh23sa mutation

PEXG2-copS-H235A-sF2 TTCTCCGCCGACATCGCCGCG CopSh23sa mutation
GAACTGCGCACGCCACTCAC

PEXG2-copS-H235A-sR2 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC CopSh23sa mutation
GGCGGTCGCCGAGGCGGAT

PEXG2-mut- copR-bis-sF1 GGTCGACTCTAGAGGATCCCC copRS deletion
ATTACATCTTTGTCAGCTTGCC

PEXG2-mut- IHMA copRS-sR1

TCA GATCAGCAGTTTCATGTTCATCC

copRS deletion

PEXG2-mut- IHMA copRS-sF4

AACATGAAACTGCTGATCTGA

copRS deletion

CGCCTGAGCGTGGAGAACCA

PEXG2-mut-copRS-sR4 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC copRS deletion
TGCTGACGCCGCTGACCTAC

pPEXG2-mut-IHMA cueR-sF1 GGTCGACTCTAGAGGATCCCC cueR deletion
GATGGTCGGCAACCTGGTGG

PEXG2-mut-IHMA cueR-sR1 CCTGACTCCAGGTCCCTGAG cueR deletion
GATGTTCATCGGAATCTCCTGG

PEXG2-mut-IHMA cueR-sF2 CTCAGGGACCTGGAGTCAGG cueR deletion

PEXG2-mut-IHMA cueR-sR2 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC cueR deletion
GGTGTGGGACCGCCTGCAC

PEXG2-mut-IHMA czcR-sF1

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC

GATATTCGAAGTTGCACTTCCGG

czcR deletion

PEXG2-mut-IHMA czcR-sR1

GACTTCATCTTCGATAATAAGGATG

czcR deletion

PEXG2-mut-IHMA czcR-sF2 CTTATTATCGAAGATGAAGTC czcR deletion
GTCGGCTACGTGCTGGAAGC

PEXG2-mut-IHMA czcR-sR2 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC czcR deletion
GATGCTCAGCAGGCGCTGGT

PEXG2-mut-IHMA irlR-sF1 GGTCGACTCTAGAGGATCCCC irIR deletion
TCGAGGGCCTTGAGGGTG

PEXG2-mut-IHMA irlR-sR1 CGCGTCGTCTTCGACCACCA irIR deletion

PEXG2-mut-IHMA irlR-sF2 TGGTGGTCGAAGACGACGCG irIR deletion
GGCTACGTCTGCGAGGAGCG

PEXG2-mut-IHMA irlR-sR2 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC irIR deletion
GGTGATCTGCAACGGCTCG

PEXG2-mut-IHMA mmnR-sF1 | GGTCGACTCTAGAGGATCCCC mmnR deletion
AGCGCGAGCAGGGCCTGAG

PEXG2-mut-IHMA mmnR-sR1 CGCCTCGTCCTCGACTATCAG mmnR deletion

PEXG2-mut-IHMA mmnR-sF2 | TGATAGTCGAGGACGAGGCG mmnR deletion
CATACCATCCGGGGCATGGG

PEXG2-mut-IHMA mmnR-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC
GGTGTTCCGGCAACTGCAACT

mmnR deletion

pPEXG2-mut-IHMA RND-sF1

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC
GTACGGCCGAGGCACAACG

RND genes deletion

pEXG2-mut-IHMA RND-sR1

GATCAGCCTGGATCGCCTTGCAGTG

RND genes deletion

PEXG2-mut-IHMA RND-sF2

GCAAGGCGATCCAGGCTGATC
GGTGGCCAATCGCTTCCTGGT

RND genes deletion

PEXG2-mut-IHMA RND-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC
AAGACCCTGGACGAGTTCC

RND genes deletion
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PEXG2-PpcoA2-Sp-sF1

GTCGACTCTAGAGGATCCCC
AAGTCCAGCACCAAATCGGCAA

PBAD insertion

PEXG2-PpcoA2-Sp-sR1 ACTAGT PBAD insertion
CATCCTGAGCGGCACAGTTCG

PEXG2-PpcoA2-Sp-sF2 TGCCGCTCAGGATGACTAGT PBAD insertion
GGGTGGCGTTTAGAACGACTTC

PEXG2-PpcoA2-Sp-sR2 CCGAATTCGAGCTCGAGCCC PBAD insertion
GCAGCACGTGGTCACGGTCG

PEXG2_B-omega2-02164-sF1

GACTCTAGAGGATCGATCCCC
GAACATTACATGAATGTAATTCAGG

Insertion interposon Q in
PCoA2

PEXG2-omega2-02164-sF1

TA CCAGTAGGAGCCGCTCTGCT

Insertion interposon Q in
PCoA2

PEXG2-omega2-02164-sF2

AGCAGAGCGGCTCCTACTGGAT

Insertion interposon Qin

CCACTCGCACTCCGGCTTCC pPCOA2
PEXG2-omega2-02164-sR2 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC Insertion interposon Q in
GCGTAGCCTGTCCGGTCCA pPCOA2
pCTXter-IHMA-cusR-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC PcusR-lacZ fusion
GTTGATGGTCGTAGCCACG

pCTXter-IHMA-cusR-lacZ-sR

GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC
ATCGCATGTCCCATGAAATCG

PcusR-lacZ fusion

pCTXter-IHMA-cusR2-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC PcusR-lacZ fusion
CATGTAATGTTCGTGTCATGTTC

pCTXter-IHMA-PcusR3-lacZ GATATCGAATTCCTGCAGCCC PcusR-lacZ fusion
TAAATTGCTGATTGAAAGTGGATGA

pCTXter-IHMAcusR4-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC PcusR-lacZ fusion
TGACCCCTGAATTACATTCATGTA

pCTXter-cusR-BS1-lacZ-sR1 GAACATGACACGAACAGGCT PcusR/pcoA2 DBSmut-lacZ

ATGAATGTAATTCAGGGGTCATTC

fusion

pCTXter-cusR-BS1-lacZ-sF2

AGCCTGTTCGTGTCATGTTCGTGGAA

PcusR/pcoA2 DBSmut-lacZ
fusion

pCTXter-IHMA_02164-Z-sF

GATATCGAATTCCTGCAGCCC
ACGCGCCGTCAGAAAGAGC

PpcoA2-lacZ fusion

pCTXter-IHMA_02164-Z-sR

GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC
ATGGCCTGAAATCCTCCATAG

PpcoA2-lacZ fusion

pCTXter-IHMA_02164short-Z- | GATATCGAATTCCTGCAGCCC PpcoA2-lacZ fusion

sF TTGCCAGCTTCCACGAACATGA

pCTXter-IHMA-copR-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC IHMA87 02262-lacZ fusion
TCGGGAGCATTACATCTTTGTC

pCTXter-IHMA-copR-lacZ-sR GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC IHMA87 _02262-lacZ fusion
ATGTTCATCCCTCGTTACATTT

pCTXter-IHMA-copA1l-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC IHMA87 _01025-lacZ fusion
ATACGCGATCACCTTCTGC

pCTXter-IHMA-copAl-lacZ-sR | GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC IHMA87 _01025-lacZ fusion
ATGGAACCTCCTTGGAATCG

pCTXter-IHMA-pcoA-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC IHMA87 _0306-lacZ fusion
GACCAACTTCGCCGAGAACAT

pCTXter-IHMA-pcoA-lacZ-sR GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC IHMA87_0306-lacZ fusion
ATCCGCTGGTTTCCACGCA

pCTX-czcCBA-Igl-sF GCCCCCCCTCGAGGTCGA PczcC-lacZ fusion

TTCGCCCCTATATAAAGTATGGA
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pCTX-czcCBA-Igl-sR

ATCAAGCTTATCGATACCGTCGA
TTCCGCTCCTCGTCTGCTGA

PczcC-lacZ fusion

pCTXter-rhlA-lacZ-sF

GATATCGAATTCCTGCAGCCC
GAAGGCCATGTGACCCTCGAG

PrhlA-lacZ fusion

pCTXter-rhlA-lacZ-sR

GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC
CCGCATTTCACACCTCCCAAAAA

PrhlA-lacZ fusion

pPET15b-cusR-sF CTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT HMAS87 cusR
ATGAAACTGCTGGTCGTTGAAGA overexpression
pPET15b-cusR-sR GCTTTGTTAGCAGCCGGATCC HMAS87 cusR
TTATGGCGCAGGGGCATCATC overexpression
rpoDgqPCR F1 GCGCAACAGCAATCTCGTCT RT-gPCR
rpoDgPCR R1 ATCCGGGGCTGTCTCGAATA RT-qPCR
02163_qgPCR_up AGCCGTCAATGGTTGGCTTT RT-gPCR
02163_qPCR_down CGTCCACCACTTCCCACGTA RT-qPCR
02160_qgPCR_up TCGCAGATCGTCCAGATGGT RT-gPCR
02160_qPCR_down CGACGGCCATCACGAAGTAG RT-qPCR
02157_qgPCR_up TTCGGTGTCGACGAAGGATG RT-qPCR
02157_qPCR_down TCCGCCGTGCTCTTTTTGTA RT-gPCR
02156_qgPCR_up TGCGATGGACCCACGACTAT RT-qPCR
02156_qPCR_down TCAGCGGTACCTCGGAGAGA RT-gPCR
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6.2 Résultats supplémentaires

6.2.1 Les ICEs de IHMAS87

Afin d’identifier les différentes ICEs du génome de IHMA87, nous avons utilisé I'outil ICEfinder.
Ainsi, 4 régions ont été identifiées sur le chromosome, numérotées de 1 a 4 (Fig 6.1). Les 3

premieres sont annotées comme des ICEs tandis que la quatrieme est prédite comme un IME.
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FIGURE 6.1. Représentation circulaire du chromosome de P paraeruginosa IHMAS87 et de
son plasmide. Les cercles concentriques représentent les éléments suivants (de I'extérieur vers
I'intérieur) : La longueur en Kb en noir pour le chromosome et en vert pour le plasmide ; Biais
de GC ((G-C)/(G+C) tracé a I'aide d’'une fenétre de 2 kb ; Contenu en G+C (tracé a I'aide d’'une
fenétre de 2 kb) ; Les barres noires indiquent les ICEs (1,2 et 3) et 'IME (4) ; Les liens internes
indiquent les fixations observées sur ces régions en DAP-seq en connectant le gene du RR a sa

cible.
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L'analyse des caractéristiques de I’ADN révele certains traits associés aux éléments géné-
tiques mobiles comme un taux de GC différents pour I'IME 4 ou un biais en GC asymétrique
dans I’élément, révélant une potentielle origine de réplication pour I'ICE 3. Ces régions acquises
par transfert horizontal de gene sont largement ciblées par les RRs, comme le montrent les ré-
sultats de DAP-seq, mettant en évidence leur intégration au réseau de TCSs endogene (Fig 6.1.
Parmi les RRs capables de se fixer sur ces ICEs, AgtR (identifié par une *) cible fortement les 4

régions, suggérant un potentiel réle de ce systéme dans la régulation de ces éléments.

6.2.2 Les ICEs contenant le locus lysR-cusS

Nos travaux ont permis d’identifier 77 ICEs prédites portant le locus lysR-cusS dans différents
phylogroupes de P aeruginosa et P paraeruginosa. Pour mieux apprécier la diversité de ces
ICEs, les éléments ont été regroupés selon un arbre phylogénétique réduit en 20 clusters (Fig
6.2). En ce qui concerne les genes cceurs, toutes ces ICEs ont été classées dans le groupe G
et ont montré une organisation tres similaire. Cependant, les génes cargo présentent quelques
variations, notamment pour les 3 génes codant pour une pompe RND et les geénes impliqués
dans la résistance a I'arsénite et au chromate qui ne sont pas toujours conservés. Cela suggere
que les opérons pcoA2 et cusRS ne sont pas nécessairement associés a ces genes et peuvent
étre acquis avec des modules différents, bien que les prédictions de fonction n’aient pas permis
d’identifier le role de ces autres genes cargo. Ces ICEs sont I'illustration de la plasticité de ces

éléments capables d’associer différents modules de genes cargo aux fonctions variées.
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FIGURE 6.2. Diversité des ICEs de P aeruginosa et P paraeruginosa portant le locus lysR-
cusS. A) Arbre phylogénétique des 77 séquences d’ICEs identifiées. Les élements sont régroupés
en cluster selon leur distance phylogénétique avec un seuil de longueur moyenne de branche
inférieur a 0,1. B) Conservation des genes présents dans 'ICE1_THMA.
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6.3 Discussion

Résistance au cuivre chez un pathogene

Nos résultats démontrent que I'absence du systéme CusRS ou des protéines de 'opéron pcoA2
diminue fortement la résistance de la souche IHMAS87 au cuivre uniquement lorsque le systeme
CopRS est absent. Il apparait ainsi que, dans nos conditions, 'acquisition de ces éléments ne pro-
cure pas d’avantage ou que cet effet est masqué par le systéme endogene de réponse au cuivre.
En postulant ’hypothese que 'acquisition de cet ICE procure un avantage sélectif a 'hote, les
conditions dans lesquelles ces éléments génétiques sont bénéfiques restent a identifier. Nous
avons testé des concentrations allant jusqu’a 20mM de cuivre qui sont ajoutées aux milieux au
moment de l'inoculation des bactéries. On peut premierement supposer que la variation des
concentrations de cuivre et des temps d’exposition pourrait impliquer des acteurs différents.
Cependant, nos résultats démontrent que le systéme CusRS répond a des concentrations de

cuivre similaires a CopRS.

Différentes conditions ont donc été utilisées pour évaluer la contribution de ces génes a la
résistance au cuivre de cet isolat urinaire lors de la colonisation de I'héte. Le cuivre est notam-
ment mobilisé dans 'urine par ’hote dans laquelle il est principalement présent sous sa forme
Cu(D) pour altérer le développement des pathogenes (HYRE et al., 2017). Cependant, ’absence
de CusRS n’a pas diminué la résistance de la souche a ce métal dans une culture en urine. La
phagocytose des macrophages et des neutrophiles peut étre stimulées par le cuivre qui amé-
liore leur activité phagocytaire, est qui utilisé comme agent antimicrobien pour améliorer la
destruction des bactéries internalisées (DJOKO et al., 2015). Il faudrait donc de caractériser le
role de CusRS dans la résistance de P paraeruginosa a la phagocytose de ces cellules immuni-
taires en déterminant la survie dans les cellules phagocytaires pour les différents mutants dont

nous disposons.

En particulier dans les habitats pollués par l'activité humaine, la résistance aux métaux
lourds est un facteur aggravant capable de co-sélectionner et de favoriser la propagation de
la résistance aux antibiotiques, ce qui pose un probléme de santé publique majeur (L.-G. LI
et al., 2017, NGUYEN et al., 2019). La diffusion de la résistance au cuivre peut contribuer a la
persistance des souches responsables d’infections nosocomiales et peut étre acquise notamment
via des éléments génétiques mobiles (VIRIEUX-PETIT et al., 2022). L’acquisition de groupements
de génes impliqués dans la résistance aux métaux est courante chez les bactéries et influence
directement la tolérance des souches (STAEHLIN et al., 2016). Couramment, différentes résis-
tances sont associées au sein d'un méme élément comme dans I'ICE de I'il6t génomique SGI-4

chez Salmonella qui confere une résistance a 'arsenic, argent et cuivre (CLARK et al., 2020).
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Régulation des ICEs

La régulation des ICEs est particulierement étudiée concernant les génes coeurs qui peuvent étre
réprimés par les régulateurs codés par I'ICE. Le transfert de 'élément nécessite ainsi I'inactiva-
tion du régulateur correspondant comme pour ICEBs1 de Bacillus subtilis (BOsE et al., 2008).
Les génes de I'ICE peuvent aussi étre réprimés par le réseau de régulation de ’hote, comme cela
a été observé chez P aeruginosa avec I'ICE PAPI-1 présente chez PA14, portant notamment les
genes de P'opéron cupD. Cette ICE est ciblée par la NAP endogéne MvaT qui réprime les génes
de son MPE Cette répression peut étre levée par NdpA2, une NAP codée par cet élément, ce
qui permet au FT TrpA (Transfer of PAPI-1 regulator A) d’activer la plupart des genes impliqués
dans le transfert (DANGLA-PELISSIER et al., 2021).

Nos travaux illustrent I'acquisition et la régulation de genes cargos qui sont sous le controle
d’un TCS porté par I'ICE mais aussi des TCSs endogenes. L'acquisition d'un TCS exogéne re-
présente un défi pour le réseau de régulation en place qui s’expose a des interférences qui
peuvent perturber les voies de signalisation en place. Dans le cas de ICE1_IHMA, le systeme
CusRS forment un réseau connecté avec CopRS ce qui permet potentiellement a ce TCS acces-
soire d’étendre son régulon dans I’hote. Ces genes cargos sont aussi fortement intégrés dans le
réseau endogene. Le motif reconnu par plusieurs RRs comme CusR, CopR et CzcR est un palin-
drome parfait qui devient le théatre d’'une forte compétition pour la fixation. Ce résultat illustre
comment un promoteur acquis par HGT peut recruter des régulateurs endogenes grace a une
séquence qui favorise I'interaction avec de nombreux RRs dans des souches différentes. Sou-
vent associées a la résistance aux antimicrobiens, les ICEs requierent une régulation adaptée
aux conditions environnementales (BOTELHO et al., 2021). Les résultats de DAP-seq suggérent
que les TCSs endogeénes reconnaissent massivement ces régions acquises par HGT et pourraient
jouer un role clé dans leur expression.

CUSR, UN RR SPECIFIQUE DE IHMA87 ACQUIS PAR HGT
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7.1 Immersion dans le systeme Roc

Victor Simon, Julian Trouillon, Ina Attrée & Sylvie Elsen
Manuscrit en cours d’écriture

En explorant les données DAP-seq, un RR orphelin non caractérisé a attiré mon attention.
PA4080 (dans la souche PAO1, PA14 11120 dans la souche PA14 et IHMA87 00845 dans la
souche IHMA87) est un RR orphelin conservé dans les especes P aeruginosa. Sur le génome
PA14, le géne PA4080 reconnait fortement le promoteur de 'opéron cupB (3éme pic le plus en-
richi en DAP-seq), codant pour une fimbriae de la voie chaperone-usher (cup) impliquée dans
la formation de biofilm. L'expression de cet opéron est sous le contrdle du systeme Roc (Regula-
tion of cup), un réseau TCS interconnecté composé d’au moins 2 HKs (RocS1 et RocS2), 2 RRs
liant ’ADN (RocAl et RocA2) et 1 RR contenant un domaine EAL (RocR). Il a été démontré
que la surproduction des deux kinases Roc était responsable d’une activation de la transcrip-
tion des genes cupB, bien que le RR médiateur de cette activation soit jusqu’a présent inconnu
puisqu’il était indépendant de RocA1l et RocA2. Ces observations nous ont permis de formuler
I'hypothése que PA4080 est le chainon manquant du systeme Roc.

Notre objectif était premierement de caractériser ce RR potentiellement impliqué dans le sys-
téme Roc. En tirant le fil de ce régulateur de réponse supplémentaire, nous avons progressive-
ment plongé dans une étude globale du systéme Roc par des approches de biologie moléculaire
et de bio-informatique.

Nos travaux démontrent que PA4080, renommé RocA3, est I'intermédiaire par lequel RocS1
et RocS2 activent 'opéron cupB. En plus des fimbriae Cup et de la résistance aux antibiotiques,
Roc contréle I'expression du systeme a deux partenaires LepBA impliqué dans la virulence,
principalement par I'intermédiaire du régulateur RocAl. I’analyse par génomique comparative
de ce systéme dans les différentes lignées de P aeruginosa et P paraeruginosa a mis en évidence
la diversité de ce réseau en proposant de nouveaux acteurs dont certains sont spécifiques de
certains groupes phylogénétiques.

Conception (VS, SE)

Expérimentation (VS, JT, SE)

Rédaction — écriture de la version originale (VS, SE)
Rédaction — révision et édition (VS, JT, IA, SE)
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Identification of new regulatory “Roc” actors in lineages

of Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas paraeruginosa

Running title: RocA3, the missing Roc response regulator

Victor Simon?, Julian Trouillon?, Ina Attree® and Sylvie Elsen'#

tUniversity Grenoble Alpes, Institute of Structural Biology, Team Bacterial Pathogenesis and Cellular
Responses, 38054 Grenoble, France

?Institute of Molecular Systems Biology, ETH Ziirich, 8093 Ziirich, Switzerland

#corresponding author: sylvie.elsen@ibs.fr

KEYWORDS: Roc, two-component system, Cup fimbriae, crosstalk, comparative genomics

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a versatile Gram-negative pathogen known for its remarkable
adaptability. Its ability to thrive in diverse environments and cause opportunistic infections is
in part attributed to complex regulatory networks, among which two-component regulatory
systems (TCSs) play a central role in sensing and responding to environmental cues. The Roc
(Regulation of cup) system is a “one-of-a-kind” network of particularly branched TCSs
composed of two histidine kinases (RocS1 and RocS2) interacting with three response
regulators (RocAl, RocR and RocA2), and regulating virulence, antibiotic-resistance and biofilm
formation. Overproduced RocS1 and RocS2 were known to upregulate two operons coding for
cup fimbriae (chaperone-usher pathway) involved in early stages of biofilm growth. We
identified the missing response regulator of the Roc system involved in the upregulation of

cupB operon, that we named RocA3. It is encoded within a locus that eroded during evolution,
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letting rocR3, a rocR-like gene, in a specific clade of P. geruginosa and in the P. paraeruginosa
species. In addition bacterial two-hybrid assays have highlighted a possible interaction
between each of the three Roc regulators (RocAl, RocA2 and RocR3) and the phosphorelay
module HptA, whose gene is contiguous to the RocAl-controlled cupC operon. HptA was also
shown to interact with the unorthodox histidine kinase PA2583, grafting this signalling
pathway to the Roc system. Overall, our work has broadened our vision of the Roc system,
proposing additional conserved actors that were identified through their genetic links in

certain species or clades, as well as a new actor specific to a clade.

IMPORTANCE

Two-component regulatory systems (TCSs) of Pseudomonas aeruginosa play a crucial role in
the regulatory networks orchestrating its (patho)adaptability. They often involve numerous
and diverse actors sensing environment, transducing the signal or mediating their
physiological responses. Only the knowledge of the incoming signals detected by the sensory
proteins would permit to evaluate the extent of crosstalk and cross-regulation occurring
physiologically in these dynamic branched pathways. The intricate signaling pathways formed
by the pleiad/plethora of TCSs in P. aeruginosa reveal a sophisticated regulatory network
elaborated through evolution. Elucidating this complexity would enhance our understanding
of how bacteria coordinate and fine-tune fundamental processes. Through the exploration of
the Roc system, our research contributes to broaden our knowledge on bacterial physiology,
biofilm formation, and microbial signaling by illustrating the plasticity of a TCS network in P.

aeruginosa elaborated through evolution.
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Introduction

Biological processes involved in the life of pathogens are under control of intricate regulatory
networks allowing adaptation to fluctuating surroundings. Two-component regulatory systems
(TCSs) are widespread molecular machineries allowing bacteria to directly respond to
environmental cues, contributing to the organism's ability to adapt to diverse conditions (Stock
et al., 2000; Capra and Laub, 2012; Zschiedrich et al., 2016). As their name suggests, classical
TCSs are composed of two cognate partners involved in signal transduction through the
transfer of phosphate: a sensor histidine kinase (HK), often a membrane protein, and a
cytoplasmic response regulator (RR). The HK activity is dependent on the sensing of chemical
or physical signal(s), which are still unknown in most cases (Zschiedrich et al., 2016). Upon
signal detection through its input domain(s), the HK autophosphorylates on a conserved
histidine residue on its transmitter domain (H domains). Then the phosphate is transferred to
a conserved aspartate residue on the receiver domain (D domains) of the RR, leading to its
activation (Stock et al., 2000). As most RRs are transcription factors, the output response will

often be the modification of target genes expression.

Besides the canonical TCSs involving a two-step phosphate transfer, numerous four-step
phosphorelays also exist (Stock et al., 2000; Zschiedrich et al., 2016). In these cases, the
phosphate is transferred sequentially between additional domains on the HKs or on additional
protein partners. For instance, an “unorthodox” HK possesses two additional C-terminal
domains, a receiver domain and a histidine-containing phospho-transfer (Hpt) domain,
harboring a H1-D1-H2 organization. The phosphate is internally transferred along the His-Asp-
His modules before reaching the receiver domain of the cognate RR. A “hybrid” HK contains
an additional D1 receiver domain and requires an external Hpt protein to phosphorylate the

RR. In some cases, a multiplicity of interacting partners are involved, where a RR can be
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activated by several HKs or where one HK can activate several RRs, further increasing the
complexity of these systems (Francis and Porter, 2019). Gene duplication, with subsequent
divergence and insulation, and acquisition by horizontal gene transfer (HGT) are the main
source of new pathway emergence (Alm et al., 2006; Capra and Laub, 2012). In silico modeling
suggests that, in these cases, the rapid insulation of TCSs is necessary to limit the interactions
between noncognate HK and RR pairs and the fitness costs associated with these potential

crosstalks (Capra and Laub, 2012; Rowland and Deeds, 2014).

The Roc (regulation of cup) TCS in Pseudomonas aeruginosa stands out by its extensive
crosstalks and large number of interconnected actors. It is composed of two paralogous
unorthodox HKs (RocS1 and RocS2) interacting with three RRs (RocA1l, RocA2 and RocR) (Fig.
1A) (Kulasekara et al., 2004; Kuchma et al., 2005; Sivaneson et al., 2011). The proteins are
encoded on two different loci, encoding the Rocl system (rocAl1 and the divergently
transcribed rocR-rocS1 operon) and the Roc2 system (rocA2-rocS2). Despite this different
genetic organization, phylogenetic studies indicated that the two loci evolved by gene
duplication and probable genetic rearrangement (Chen et al., 2004). This origin might explain
why both RocS1 and RocS2 are capable to interact with and activate all three Roc RRs
(Kulasekara et al., 2004; Sivaneson et al., 2011). Of these three RRs, RocAl and RocA2 are
transcription factors and RocR is a c-di-GMP phosphodiesterase (Rao et al., 2004; Kulasekara
et al., 2004; Sivaneson et al., 2011). The main targets of the Roc systems are two operons
encoding Cup fimbriae (chaperone-usher pathway), which are surface appendages (Giraud et
al.,, 2009) involved in biofilm formation through adhesion to abiotic surface, cell-cell
interaction or microcolony formation (Ruer et al., 2008; Giraud et al., 2009; Giraud et al.,
2011). The cupC operon is upregulated by RocAl while cupB was shown to be activated in a

RocS1- and RocS2-dependent manner although not by any of the three known Roc RRs,
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suggesting the existence of a so far unknown additional regulator involved in the Roc system

(Kulasekara et al., 2004; Sivaneson et al., 2011).

P. aeruginosa is an opportunistic pathogen responsible for a wide range of infections in
humans, whose variability in virulence and antibiotic resistance capacity mainly rely on the
high genomic heterogeneity of its large genome (Klockgether and Tummler, 2017).
Phylogenetic analyses have determined the population structure of the species, identifying 4
to 5 different clades (Freschi et al., 2019; Ozer et al., 2019; Quiroz-Morales et al., 2022). The
clade 3 group the PA7-like strains known as taxonomic outliers (Roy et al., 2010) which have
been recently reclassified as a new species, Pseudomonas paraeruginosa (Rudra et al., 2022).
The P. geruginosa’s and P. paraeruginosa’s ability to cause disease and survive in diverse
environments is largely due to sophisticated transcriptional regulatory networks, of which TCSs
are major actors (Galdn-Vasquez et al., 2011; Francis et al., 2017). About 130 genes that code
for TCS partners were predicted in the genome of the P. aeruginosa strain PAO1 (Rodrigue et
al., 2000), which emerged through both recruitment and gene duplication events (Chen et al.,
2004). Many of these TCSs were shown to be involved in key infection-related processes,
including motility, biofilm formation, cytotoxicity, virulence and antibiotic resistance (Francis

et al., 2017; Sultan et al., 2021).

Recently, we delineated the global TCS regulatory network in different strains by
characterizing in vitro all DNA-binding sites for 55 RRs of P. aeruginosa and P. paraeruginosa
using DAP-seq (DNA affinity purification and sequencing) (Trouillon et al., 2021). The study was
carried out on three reference strains, P. aeruginosa PAO1 and PA14 (Freschi et al., 2019), and
P. paraeruginosa IHMA87 (Kos et al., 2015), allowing the intra- and inter-species comparison

of regulatory networks through the 48 regulators that are conserved within the three strains
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(Trouillon et al., 2021). In this study, we found that several RRs were able to bind to the
promoter of the cupB operon, including the uncharacterized orphan RR PA4080 that exhibited
one of the strongest binding on the PA14 genome (Trouillon et al., 2021). The PA4080 gene is
conserved in all P. aeruginosa and P. paraeruginosa strains and is encoded downstream of the
cupB operon and in the same orientation, supporting a functional link, as a genetic association
is often found between regulators and their target genes (Lawrence, 2003). This led to the
hypothesis that PA4080 could be the as yet unidentified member of the Roc system previously

suspected.

In the present study, we established that PA4080 is RocA3, the formerly unknown activator
of the cupB operon which is activated by overproduced RocS1 and RocS2. In addition to Cup
fimbriae and antibiotic resistance, Roc controls the expression of the two-partner system
LepBA involved in virulence, primarily through the RocAl regulator. Comparative genomics
allowed the identification of several putative new players, either conserved or confined to a
few clades of P. geruginosa and P. paraeruginosa. Our work highlights the extraordinary

complexity of the interconnected Roc system and its numerous regulatory actors.

Results

PA4080 is an activator of the cupB operon

As mentioned above, we previously showed that PA4080 is able to bind in vitro upstream of
the cupB1 gene, the first gene of the cupB operon (Fig. 2A), with the binding signal centered
at 214 bp from the coding sequence (Fig. 2B) (Trouillon et al., 2021). This binding was only
observed on PA14 genome as DAPseq with PA4080 failed to provide numerous enriched

targets on PAO1 and IHMA87 genomes. To first assess the regulatory role of PA4080 on the



143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

expression of the cupB operon, a transcriptional /lacZ fusion was constructed with the
promoter of cupB1 (PcupBl-lacZ) and integrated into the PAO1 chromosome, while PA4080
was overexpressed through the arabinose-inducible PBAD promoter on the pJN105 replicative
plasmid. As previously observed for the different cup operons (Kulasekara et al., 2004), the
cupB operon is poorly expressed in laboratory condition, with a very low level of B-
galactosidase activity of the transcriptional fusion (Fig. 2C). However, overexpression of
PA4080 strongly induced cupB1 expression with a 350-fold increase in reporter activity,
confirming that PA4080 is an activator of this operon. As the RR also bound upstream of its
own gene in vitro (Fig. 2A), we used a similar approach and observed that PA4080
autoregulates itself in PAO1 (Fig. 2C). As a control, two targets of the Roc system controlled by
either RocAl or RocA2 were also tested by generating and analyzing PcupC1-lacZ (activated by
RocA1l; Kulasekara et al., 2004) and PmexA-lacZ (inhibited by RocA2; Sivaneson et al., 2011).
Our data indicated that PA4080 was not involved in the control of the promoters of cupC and

mexAB-oprM operons (Fig. 2D).

Taken together, the data indicated that PA4080 is a direct activator of the cupB operon
and its own gene. Considering the incomplete regulatory system already known to activate
cupB expression, we hypothesized that PA4080 was the suspected additional regulator of the

Roc system.

PA4080 belongs to the Roc system

To determine if PA4080 belongs to the Roc system, we assessed if it could be activated by the
two HKs RocS1 and RocS2. To do so, we artificially activated the Roc system by overproducing
either RocS1 or RocS2, as previously described (Kulasekara et al., 2004) (Sivaneson et al.,

2011). Using chromosomal transcriptional lacZ fusions as readout, the overexpression of either
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HK-encoding gene expectedly led to an increased PcupB1 (Fig. 3A) and PcupC1 (Fig. 3B)
expression compared to the strains harboring empty vectors in the wild-type strain. The
fusions were then introduced in a mutant deleted of the PA4080 gene, a double mutant
ArocA1ArocA2 and in a strain lacking the three RRs (AAA). Deletion of PA4080 completely
abolished the cupB operon induction triggered by either HK overproduction, indicating that
cupB expression is entirely dependent on PA4080 activity and that this RR is the previously
unknown regulator responsible for Roc-dependent of cupB regulation (Sivaneson et al., 2011).
To confirm that the cupBl induction was due to the activation of PA4080 by HK
phosphorylation, a mutation was introduced in PA4080 in order to mutate the conserved
aspartate residue into an alanine and thus prevent RR phosphorylation. This mutation
drastically reduced the activation of cupB1 expression by RocS1 and RocS2 (Fig. 3A), indicating
that this induction requires a phosphorylated PA4080 protein. We also assessed the cupB1
expression in the ArocA1ArocA2 double mutant. Absence of the two RRs had no impact on the
activation of cupBl1 when rocS1 was overexpressed (Fig. 3A), in agreement with previous
studies (Kulasekara et al., 2004; Sivaneson et al., 2011). However, we observed a small but
significant reduction of cupB1 expression upon RocS2 overproduction (Fig. 3A). As cupB1
expression was reported to be RocAl- and RocA2-independent (Kulasekara et al., 2004;
Sivaneson et al., 2011), this might be an indirect effect explained by the RocAl and RocA2
binding observed on the PA4080 promoter in vitro (Trouillon et al., 2021), suggesting that
PA4080 expression is regulated by the two RRs. A similar loss of HK-dependent cupB induction
was observed in the absence of PA4080 and in that of the three RRs, underscoring its total
dependence on PA4080 (Fig. 3A). In these different mutant backgrounds, we also assessed the
expression of cupC operon under conditions of RocS1 or RocS2 overproduction. Consistent

with the lack of significant control of PA4080 on this promoter (Fig. 2C), inactivation of PA4080
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did not substantially affect activation of cupC1 expression, that was clearly abolished only in

the double ArocA1ArocA2 and triple RR mutants (Fig. 3B).

Overall, our results clearly indicated that PA4080 is part of the Roc system mediating the
activation of cupB operon by both RocS1 and RocS2 sensory kinases. We thus gave PA4080 the

name «RocA3».

RocA1l controls expression of the lepBA operon

Besides controlling fimbriae and MexAB-OprM synthesis, the Roc system was shown to
modulate synthesis of a two-partner secretion system, the LepBA system, and we suspected
that RocA3 could be responsible for the activation of lepBA expression observed upon RocS1
overproduction (Garnett et al., 2015; Trouillon et al., 2023). LepBA is a multi-effector secretion
system, with LepB transporting both the protease LepA and CupB5 across the outer
membrane. So a control by RocA3 of the two functionally related cupB and lepBA operons
seemed relevant. Additionally, RocA1, RocA2 and RocA3 were all found able to bind in vitro on
a same site located upstream of the lepB gene (Fig. 4A) (Trouillon et al., 2021). We therefore
studied their potential contributions using a PlepB-lacZ chromosomal transcriptional fusion
during activation of the Roc system through rocS2 overexpression. We observed a strong
activation of lepB expression in the wild-type genetic background (Fig. 4B). The deletion of
rocAl almost completely abrogated this upregulation suggesting that RocA1l is the main Roc
activator of the lepBA operon: this is in agreement with the strong DNA binding observed for
this RR to the promoter in vitro (Fig. 4A). Although the effects were minor, deletion of rocA2
and rocA3 also had a negative impact on the activation of /epBA by RocS2 overexpression,
which could be explained by their lower binding intensities observed in vitro (Fig 4A), or minor

indirect effects on RocAl synthesis or activation.
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Consequently, the data indicated that LepBA and CupB5 synthesis depends on different
RRs of the Roc system, RocAl and RocA3, respectively. However, all three RocA regulators
appear to potentially affect their expression under these particular conditions of HK
overproduction. Although the relevance may depend on the physiological dynamics of the
TCSs, this illustrates how an interconnected TCS network can use multiple regulators to

orchestrate regulation of a set of genes whose products are functionally linked.

Features of the three RocA regulators

The data obtained on lepBA prompted us to compare RocA3 with the two other RocA proteins
in term of predicted regulon and homology, to better apprehend their physiological roles. After
reanalyzes of the DAPseq data (Trouillon et al., 2021), we could predict the DNA-binding sites
for the three RRs that presented strong similarities (Fig. S1A). However, only a fraction of
targets was shared in vitro by the RRs (Fig. S1B), among which were the roc1 locus, the cupB

and cupC operons, the lepBA operon and rocA3 (Fig. S1C).

RocA1l was the RR with the highest number of in vitro putative targets (almost 300 targets)
and the strongest binding to the common targets: certain RocAl’s targets were confirmed in
vivo by others, as rocl locus and cupC1 (Kulasekara et al., 2004). RocA2 had only a small
number of targets, mostly shared with the other RocA1 and RocA3 regulators: an unexpected
binding to cupC was observed in vitro that was not validated by the in vivo studies (Sivaneson
et al., 2011). In addition, no binding was observed on the promoter of mexAB-oprM, the Roc
target known to be downregulated by RocA2, suggesting a post-transcriptional regulation.
RocA3 shared almost half of its putative targets with RocAl, but its main, confirmed target is
cupB1 promoter. On this promoter and that of rocA3, the summit of published DAPseq peaks

obtained with RocA3 pointed accordingly to the inferred DNA binding motif (Fig. 2B). Certain
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predicted cross-regulations for common targets are surely overestimated, as in the case of
cupB and cupC which are known to be specifically controlled by only one of the RRs in vivo, at

least under the conditions tested (Kulasekara et al., 2004; Sivaneson et al., 2011).

We then compared the sequence and phylogeny of the three NarlL-type RocA proteins.
RocA3 shares only 26%/48% and 27%/44 % amino acid identity/similarity with RocAl and
RocA2, respectively, much less than the two paralogues with each other (60% identity/ 74%
similarity). To determine their evolutionary promiscuity, we constructed a phylogenetic tree
on all RR proteins of PAO1 (Fig. 5A), which largely agreed with the previous analysis that
omitted RocA3 and additional RRs (Chen et al., 2004). RocAl and RocA2 appeared closer to
PA0034 than to RocA3, in agreement with the low shared sequence identities. RocA3 is
grouped with the other NarL-like RRs of PAO1, suggesting that its gene might originate from
an early duplication occurring before that of roc1/roc2 during species evolution. We further
explored the phylogeny of RR proteins in P. paraeruginosa IHMA87 (Fig. 5B) and observed that
the distribution of major groups was resembling, mainly with regards to RRs which probably
emerged through duplication (NarL-like, OmpR-like, NtrC-like). This similitude between PAO1
and IHMAS87 phylogenetic tree underlines the proximity and common evolutionary history
within the two species. However, differences in the distribution exist for a few RRs as RoxR or
PprB, pointing to probable adaptation through evolution. In addition, RocA3 is closer to
IHMA87-specific RcsB than to TtsR, RcsB being encoded in the PAPI-1 pathogenicity island also

found in PA14 (Winsor et al., 2016).

In conclusion, despite their phylogenic proximity and their similar binding sites, the three
RocA proteins control in vivo different sets of genes. The dynamics of the system will thus be

crucial for balancing expression of the Roc targets.

11



259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

Organization and diversity of the new roc3 locus

The rocA3 gene is located close to the cupB6 gene in a distinct region from the roc1 and roc2
loci, which we called the roc3 locus (Fig. 6A). In PAO1 and PA14, cupB6 and rocA3 are located
next to each other while two additional genes are predicted between them in the P
paraeruginosa strain IHMAS87 (Winsor et al., 2016) (Fig. 6A). One encodes a RR similar to PAO1
RocR (97% sequence identity), with a C-terminal EAL domain predicted to have cyclic
diguanylate phosphodiesterase activity (IHMA87_00844): we named it RocR3. The second
hypothetical CDS (IHMA87 _RS04355) codes for a putative protein with a predicted Hpt
domain, suggesting a potential role in a TCS phosphorelay. As indicated by the phylogenetic
tree (Fig. 5D), RocR3 is strongly related to RocR and, in a smaller extent, to PvrR, forming a
group of RRs with a predicted cyclic diguanylate phosphodiesterase activity that we classified
as VieA-like family (Ortet et al., 2012). As mentioned above, RocA3 shares its most recent
common ancestor with RcsB whose gene is located in vicinity to pvrR, indicating that the roc3
locus is phylogenetically related to the pvrSR-rcsCB locus found in PAPI-1 (Mikkelsen et al.,

2009).

The P. aeruginosa RocR protein was reported to be a negative regulator of the Rocl
and Roc2 systems, inhibiting expression of both cupB and cupC operons probably indirectly,
through degradation of c-di-GMP second messenger (Kulasekara et al., 2004; Rao et al., 2008;
Sivaneson et al., 2011). Therefore, to determine if RocR3 is functional and possesses a RocR-
like cyclic diguanylate phosphodiesterase activity impacting the Roc network, we compared
the effect of their overproduction in PAO1 strains harboring the PcupB and PcupC
transcriptional lacZ fusions activated by pMMB-RocS2. As expected, overproduction of RocR

limited expression of the two operons, although slightly, the effect being more visible on the
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cupB operon (Fig. 6B). Similarly, expression of the two operons was reduced when RocR3 was
overproduced, suggesting that the protein has also a phosphodiesterase activity that is able to
partially antagonize the activation of the RocAl-controlled cupC and RocA3-controlled cupB

operons.

The IHMA87’s roc3 locus is reminiscent of the rocl locus by its organization with two
divergent genes encoding two RRs, the transcription factor RocA3 and the cyclic diguanylate
phosphodiesterase RocR3, except that rocS1 is absent (Fig. 6A). We looked at the conservation
of the roc3 region across 494 complete genomes of P. aeruginosa (n=487) and P. paraeruginosa
(n=7) available in the Pseudomonas genome database (Winsor et al., 2016). Each genome was
grouped to a clade based on phylogeny, using previously established nomenclature (Freschi et
al., 2019), with the outlier clade 3 corresponding now to P. paraeruginosa (Rudra et al., 2022)
(Fig. S2). We first found that rocR3 was conserved in all P. paraeruginosa and all P. aeruginosa
strains of clade 4. (Fig. 6C). No genes were predicted between cupB6 and rocA3 in the two
main phylogenetic clades (1 and 2) and in clade 5 of P. aeruginosa, with the exception of two
strains of clade 1 carrying a gene encoding a transposase. Additionally, although the adjacent
Hpt-encoding gene mentioned above was specific to the IHMAS87 strain, strains from clade 4
carry a predicted gene next to rocR3 (Fig. 6C). It encodes a HisKA domain which is normally
found on HK, suggesting that a gene encoding an unorthodox HK (as RocS1) was present and

was lost during evolution by erosion.

In conclusion, an additional actor of the Roc system was identified in the P. paraeruginosa
IHMAS87 strain, RocR3, present in the newly named roc3 locus which harbors the core rocA3
gene. The roc3 locus presents clade-specific gene organization suggesting gene erosion during

species evolution and divergence.
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Synteny of the Roc system suggested additional actors

In PAO1 and PA14 strains lies upstream of the Roc-regulated cupC operon a gene encoding
HptA (Fig. 7A), one of the three Hpt proteins encoded in their genome (Winsor et al., 2016).
As mentioned above, these Hpt proteins are intermediates for the phosphotransfer between
hybrid HKs and their cognate RRs. However, neither one of these protein partners is encoded
in the vicinity of the hptA gene. In order to assess if a potential partner of HptA is present in
other strains, we used comparative genomics to analyze the genetic environment around this
gene in the different P. aeruginosa and P. paraeruginosa species. In P. paraeruginosa IHMA87
strain, we found that a gene (IHMA87_RS21720) encoding an orphan hybrid HK is located
upstream of the hptA gene. The orthologous gene in the genomes of PAO1 and PA14 is located
elsewhere between two tRNA genes, suggesting a horizontal acquisition (Fig. 7A). Like RocS1,
PA2583 possesses two predicted Sbp3 periplasmic domains, potentially involved in ligand
binding, and one cytoplasmic PAS domain (Kulasekara et al., 2004). Although PA2583 is a
hybrid HK and therefore differs from RocS1 in the absence of an additional H2 domain, they
both share high sequence identities within their H1 and D1 domains (Fig. 7B). In addition, their
phylogenetic proximity was previously revealed by Chen et al. (Chen et al., 2004), PA2583
being the closest HK to RocS1 and RocS2. As the hptA gene is contiguous to the gene encoding
the predicted hybrid HK PA2583 in IHMAS87, we hypothesized that they could be part of a
phosphorelay whose last partner, the final RR, could be a RocA RR. This was supported by the
observation that H2 domain of HptA is very similar to those of RocS1 and RocS2, sharing more
than 50% sequence identity with them. By comparison, the sequence identity of HptB and

HptC with these same domains drop to around 28%. Therefore sequence similarities and
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localization close to the cupC operon suggested that PA2583 and HptA might be additional

Roc4 actors of the complex Roc system.

To test this hypothesis, we overproduced the cytosolic part of PA2583 HK in a strain
carrying a transcriptional fusion of cupC promoter with /acZ, in combination or not with the
overexpression of hptA. However no stimulating effect was observed on cupC expression, even
when the expression of the entire chromosomal PA2583 gene was directly driven by a PBAD
promoter (data not shown). However, since there is no control target identified and no correct
read-out, we cannot say that it is because the proposed phosphorelay does not exist or that
the overproduced proteins are not active. Therefore, we probed the possible interaction of
PA2583 and HptA with different Roc proteins using the bacterial two-hybrid system (Karimova
et al., 1998) used previously to study interactions in the Rocl and Roc2 systems (Kulasekara et
al., 2004; Sivaneson et al., 2011). While HptB interacted with its known partner SagS as
expected (Hsu et al., 2008), we observed that HptA was able to interact with PA2583 and the
D2 domains of three RRs, RocAl, RocA2 and RocR3 (Fig. 7C,D), revealing the first identified
partners for the HptA protein of P. aeruginosa. Therefore, based on sequence homology and

interaction analyses, PA2583 was proposed hereafter to be named “RocS4”.

Considering the different genetic environments of hptA in PAO1, PA14 and IHMAS87 strains,
we further investigated it in the different P. aeruginosa and P. paraeruginosa species (Fig. 7E).
Analysing the database previously used, hptA was predicted in 475/494 genomes and was used
as an anchor to extract the 3 genes upstream in order to assess conservation of the region. For
the 12 strains belonging to clades 3 and 4, PA2583 located in vicinity to hptA (Fig. 7E).
Annotations of genes comprised in this region for the other clades show that the locus is

conserved encoding a MutT family protein, an unknown protein and a thioesterase (Fig. S3A).
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Similarly, since they are conserved, PA2581 and PA2584 were used as boundaries to delimit
the locus comprising PA2583 framed by two tRNA genes in PAO1. Both boundaries were
predicted in 491/494 genomes. This region appeared to be highly variable in its size ranging
from 3,911 to 604,833bp (Fig. S3B). Sequence of PA2583 was retrieved in 472 of these regions,
only distributed in clades 1, 2 and 5. Overall this approach allowed us to highlight the clade-

specific organization of the roc4 system as illustrated on Fig. 8A.

To conclude, genetic proximity and comparative genomics pointed to a potential
involvement of a hybrid kinase and the HptA protein in the regulation of cupC expression.
Interaction between the HK RocS4 and HptA as well as between this Hpt module and three
RRs were observed in vivo suggesting the existence of a phosphorelay that involves several RRs

of the Roc systems.

Diversity and conservation of roc loci

Organization of the 4 roc loci found in the P. aeruginosa and P. paraeruginosa species was
summarized in the Fig. 8A, with roc1 and roc2 loci conserved within the two species while roc3
and roc4 loci presented clade-specific arrangements. To finalize our comparative genomics
analyses, conservation of the different identified Roc actors was assessed and revealed that
most of their encoding genes are conserved in P. geruginosa and P. paraeruginosa genomes
(Fig 8B). In more than 95% of the tested genomes, Rocl (rocS1, rocR, rocAl), Roc2 (rocA2,
rocS2) and Roc3 (rocA3) genes were present. Retrieved in 95% and 90% of the tested genomes,
hptA and PA2583, respectively, were mostly conserved. Interestingly, absence of hptA and
PA2583 rarely correlated except for 5 close clinical isolates from the clade 1 (strains ST167).

Being restricted to clades 3 and 4, rocR3 is the most specific actor of the system.
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Taken together, our data show that the one-of-a-kind interconnected Roc system is
mostly conserved in P. aeruginosa and P. paraeruginosa but that the synteny of the loci
encoding the actors is clade-specific. More precisely, the clades 3 and 4 exhibit a specific
pattern with RocR3, an additional actor and PA2583 encoded in vicinity of cupC operon. The
reason behind those distinct organisations remains elusive and one can only speculate on the

functioning of the system in those clades based on our observation for PAO1.

DISCUSSION

This work broadened our comprehension of the Roc system in P. aeruginosa and P.
paraeruginosa species (Fig. 1B). Based on our previous published DAPseq data (Trouillon et al.,
2021), we identified the orphan PA4080 as the missing regulator of the Roc system controlling
expression of cupB operon. RocA3 is the fourth RR able to be activated by the unorthodox HKs
RocS1 and RocS2 when overproduced in the bacteria. This was probably overlooked so far as
molecular interaction between RocA3 and the two HKs are not observed in bacterial two-
hybrid assays (data not shown). In addition, we identified RocAl as the main regulator
controlling expression of the lepBA operon, encoding a two-partner secretion system. This was
unexpected as LepB allows the secretion of CupB5, whose gene is RocA3-controlled.
Comparative genomics allowed us to identify in P. paraeruginosa and a specific clade (clade 4)
of P. aeruginosa a different genetic organization of the roc3 locus around rocA3 gene where a
RocR homolog was encoded, we called RocR3. The RocR and RocR3 regulators are cyclic di-
GMP-specific phosphodiesterases, both capable of reducing expression of cupC and cupB
operons when overproduced in conjunction with RocS2: this regulatory control is probably
indirect, resulting from the reduction of intracellular c-di-GMP levels. In addition two RocA

regulators, RocAl and RocA2, were found to interact with HptA whose gene lies close to the
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Roc-controlled cupC operon. In P. paraeruginosa and a specific clade (clade 5) of P. aeruginosa
is found contiguously to hptA the PA2583 gene encoding an unorthodox HK, whose protein is
able to interact with HptA. This was the first report in the literature of partners for HptA, which
is capable of linking different RRs of the Roc system to the unorthodox HK PA2583, that we
called RocS4 for its implication in the Roc system. The HptA protein was also able to interact
with RocR3, underscoring the putative role in the Roc system of this clade-specific putative
actor. Overall these data modified the view we have of the Roc system, summarized Fig 1B,
with conserved actors that have been identified thanks to their genetic links in some species

or clade, and clade specific actors.

Comparative genomics indicated that downstream of the rocR3 gene could be found
sequences possibly encoding different predicted fragments of an unorthodox HK, either a Hpt
domain (in P. paraeruginosa) or a HisKA domain (in P. aeruginosa’s clade 4) that is part of the
HK-specific transmitter domain (Fig. 6C). This had led to the “naive” assumption that these
domains are the remnants of an ancestral unorthodox HK. Therefore, a putative roc3 locus
with the arrangement “rocS3R3-rocA3” could have existed in the common ancestor of the
species, either duplicated from locus roc1 that shares a similar rocS1R-rocA1 organization, or
acquired by HGT; then the rocS3 and rocR3 genes were completely eroded in most strains,
leaving only rocA3. In P. paraeruginosa and P. aeruginosa’s clade 4, the rocR3 gene is still
present with “rocS3” stigmas that are different in the two phylogroups. Therefore, the
duplicated locus whose actors were probably maintained in the Roc system was differentially
shaped by erosion maintaining rocA3 and rocR3 in certain clades and species. As already
mentioned, RocA3 shares fewer sequence identities and similarities with RocAl and RocA2,

than these two paralogues with each other.
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Differences in gene arrangement also pointed to the PA2583 gene which was found
genetically linked to the cupC operon and hptA gene specifically in P. paraeruginosa and P.
aeruginosa’s clade 5. As genes of TCSs are often adjacent to the genes they regulate, this
suggested that the hybrid HK and the Hpt module could be part of a phosphorelay involved in
the regulation of RocA1l-controlled cupC operon. Our bacterial two-hybrid approach suggested
indicated that a phosphorelay involving PA2583 and HptA proteins may exist and be part of
the Roc pathway, as HptA can interact with both PA2583 and different RR actors of the Roc
system. PA2583 was therefore renamed RocS4 to indicate that it probably belongs to the Roc
system. Unfortunately, the overproduction of the PA2583 HK did not activate the expression
of different cup operons (not shown). Therefore, in absence of identified targets as readout
for HK activity, we could not confirm the existence of the phosphorelay in bacteria. A previous
study indicated that, although capable to autophosphorylate in vitro, recombinant RocS4 was
unable to transfer its phosphate to any of the three Hpt proteins present in the PAO1 strain
(Hsu et al., 2008). In addition, HptA was not phosphorylated by any of the recombinant orphan
hybrid HKs either (Hsu et al., 2008); therefore our study is the first report of putative
interactants for this signaling pathway intermediate that is poorly known. HptA is very similar
to the H2 domain of RocS1 and RocS2, sharing about 50 % sequence identity, so consistent
with its interaction with RocAl and RocA2. Further studies on the molecular interconnections
within the Roc system would highly beneficiate from the identification of activation

conditions.

In Roc signaling pathways, the HKs RocS1 and RocS2 are able to interact and activate
multiple RRs, whose genes are located in different loci, when detecting unidentified signals.
These HKs possess different sensory domains, potentially offering the integration of various

incoming signals. Indeed, like predicted in the hybrid HK PA2583, RocS1 possesses two
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consecutive solute binding proteins (SBP) domains belonging to the SBP_bac_3 (PF00497)
family, which are often known to detect amino acids (Matilla et al., 2021). Additionally, the
three HKs possess a cytoplasmic PAS (Per-Arnt-Sim) domain that might be involved in protein
dimerization, bind a ligand or sense oxygen/redox sensing (Henry and Crosson, 2011). As Roc
system is able to downregulate the antibiotic resistance capability of the bacteria while
activating its biofilm formation, it was suggested that it might be important for the adaptation
to the lung of cystic fibrosis (CF) patients, detecting this particular environment (Sivaneson et
al., 2011). Signals perceived by HKs are rarely known and study of TCSs often involves their
artificial activation, which can be achieved by overexpressing the RR or HK genes, as we did in
the study. However, this is not always efficient, as observed for PA2583, and predicting the
outcome of such overexpression is tricky. Indeed competitions between different TCS players
involve finely tuned concentrations of HKs and RRs for a proper signal transduction. For
instance, HKs are usually less numerous than RRs to favor out-competition within RRs and
reduce cross-talks with noncognate RRs (Laub and Goulian, 2007; Siryaporn and Goulian,
2008). Many examples of cross-talks due to HK overproduction are documented in literature
as that of the constitutively active NtrB of E. coli crossregulating with CheY in a cheA mutant
(Ninfa et al., 1988). In addition, phosphotransfer efficiency can be different between HK and
its multiple partners as shown for the asymmetric crosstalk between NarXL and NarQP, with
NarX interacting preferentially with NarL (Noriega et al., 2010). Last, but not least, HKs can be
bifunctional, controlling both phosphorylation and dephosphorylation of the cognate RR(s).
Therefore, artificially activating a system might result in hazardous outcome that should be
distinguished from a natural in vivo activation. In our case, we do not know if RocS1 and RocS2
are bifunctional HKs and their overproduction activates the signaling pathways only in M63

medium, not LB suggesting a potential lock, lifted in favorable medium. Considering the
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complexity of the physiological functioning of TCS signaling, the observed cross-talks with the
Roc actors by in vivo overexpression should not be considered as an irrefutable
demonstration, but more like a tendency or a possibility of the system to interact. Only the
activation of the HKs by their physiological signals could allow normal functioning of the
systems, integrating all the dynamics of the different partners, and would allow us to

determine the exact extent of cross-talk and cross regulation.

Why have the bacteria maintained all the interconnected TCSs of the Roc system? When
TCSs are duplicated, the proteins normally need to gain rapidly new functions rapidly in order
to be maintained through different mechanisms are involved as changes in HK sensory
domains and pathway inputs or changes in RRs and pathway outputs (Capra and Laub, 2012).
Although the complex evolutionary history of the Roc partners has not been elucidated yet
and would benefit of a better knowledge of that of the P. aeruginosa and P. paraeruginosa
species, several of these mechanisms mentioned occurred to allow the maintenance of
regulatory genes of the duplicated rocl and roc2 loci. Indeed RocS1 has specific periplasmic
sensory domains that its closest paralog RocS2 does not possess, indicating they have
undergone rearrangement of their sensory domains. In addition, even if the identified binding
sites are very similar, the RocA1 and RocA2 regulators were shown in vivo to control different
targets, indicating that their transcriptional activity has differed (binding capability or
interaction with RNA polymerase). As mentioned above, the interference observed between
these multiple players needs to be confirmed, in particular by identifying the stimuli for these
systems. It is possible that the interactions observed between the partners are more specific
in conditions of physiological activation based on modification of specificity-determining

residues.
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To conclude, TCS conservation within species is variable and, as we showed in P. geruginosa
and P. paraeruginosa, the distribution of those regulatory proteins is one of the major actor of
strain-dependent diversity of the regulatory network ((Trouillon et al., 2021); Elsen et al. 2023).
Our work illustrated how a one-of-a kind TCS network, mostly conserved in P. aeruginosa and
P. paraeruginosa species, was differentially shaped in these species through loss and

recruitment of different actors.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Growth Conditions. The Escherichia coli and P. aeruginosa strains used
in this study are described in Table S1. Bacteria were grown aerobically in lysogeny broth (LB)
or in M63 minimal medium (100 mM KH2POa, 15 mM (NH3)2S04, 1.7 uM FeS0s4, 1 mM MgSOsa,
0.2% glucose, 0.5% casamino acids, pH7) at 37°C. P. aeruginosa was also cultured on
Pseudomonas Isolation Agar plates (PIA Difco). To assess B-galactosidase activities of strains
carrying chromosome-integrated /acZ fusions, LB-grown cells were diluted at ODgoo of 0.1 in
M63 medium with the appropriate antibiotics and inducers (0.5% arabinose for pJN105-
derived plasmids; 10 uM IPTG for pMMB-rocS1 and 1 mM IPTG for pMMB-rocS2) when
required and incubated with shaking for 6 hours before assays were carried out. Antibiotics
were added at the following concentrations (in ug/ml):100 ampicillin (Ap), 10 chloramphenicol
(Cm), 50 gentamicin (Gm), 10 tetracycline (Tc) for E. coli; 300 carbenicillin (Cb), 200 Gm, 200

Tc on PIA plates, 200 Cb and 120 Gm in LB liquid culture for P. aeruginosa.

Plasmids and genetic manipulation. The plasmids utilized in this study and the primers used
for PCR are listed in Tables S1 and S2, respectively. All the constructions were verified by

sequencing.

To generate P. aeruginosa deletion mutants, upstream (sF1/sR1) and downstream
(sF2/sR2) flanking regions of the different genes were fused and cloned into Smal-cut pEXG2
plasmid by sequence- and ligation-independent cloning (SLIC) using the appropriate primer
pairs (Li and Elledge, 2007). The same strategy was used to create the point mutation within
the rocA3 sequence, the overlapping primers generating the mutation. To create the
transcriptional /acZ fusions, fragments comprising the ATG and around 500 pb upstream of

each analysed target were amplified using the appropriate pairs (sF/sR) and inserted into Smal-
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cut miniCTX-TrrnB-lacZ by SLIC. To express genes under the PBAD promoter, sequences
containing the entire coding sequences with 50 bp upstream were amplified using the
appropriate pairs (sF/sR) and inserted into Smal-cut pJN105 by SLIC. For the plasmids used in
the bacterial two-hybrid systems, the sequences were amplified using the appropriate pairs
(sF/sR) and inserted into BamHI-cut pKT25 or pUT18c by SLIC: this created hybrid proteins with
heterologous proteins fused to the C-terminal of T25 and T18 fragment of the Bordetella

pertussis adenylate cyclase, respectively.

The pJN105- and pMMB-derived plasmids were introduced in P. aeruginosa by
transformation while the pEXG2- and miniCTX-TrrnB-lacZ-derived vectors were transferred
into P. aeruginosa strains by triparental mating using the helper plasmid pRK600. Allelic
exchanges for mutagenesis were selected as previously described (Berry et al., 2018). To excise
the miniCTX backbone of strains carrying the lacZ fusions, the pFLP2 plasmid was first
introduced in the cells and, in a second step, the bacteria were streaked on medium containing
5% sucrose to select for the loss of pFLP2. To create the mutant encoding the RocA3pssa
protein, the mutated sequence was introduced in the ArocA3 mutants to replace the deleted

gene.

B-galactosidase activity assay. B-galactosidase activity was assessed as previously described
(Miller, 1977; Thibault et al., 2009), at least in triplicate. Activities were expressed in Miller
Unit (MU) and the error bars on the graphs indicate the standard error of the mean (SEM).

When relevant, statistical significance was assessed using ANOVA test with Tukey's method.

The bacterial two-hybrid assay. It was conducted as previously described (Kulasekara et al.,
2004). The nomenclature used to define the proteins was as followed: the transmitter domain

of HK carrying the conserved histidine residue is called H1. Unorthodox HKs possess additional
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domains called D1 and H2. The receiver domain of the RR carrying the conserved aspartate
residue is the domain D2. The positive controls used were the plasmids pKT25-HptB and
pUT18c-SagS-D1. The pKT25- and pUT18c-derived plasmids were co-transformed in the DHM1
strain using heat shock and single colonies were patched on LB containing 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal) at 40 pg/ml and 1 mM IPTG. Positive interactions
were identified as blue colonies on X-gal after 24 h incubation at 30°C. Colonies were

resuspended in water for B-galactosidase assays.

DAP-seq analysis. Published DAP-seq data were collected with GEO Series accession number
GSE179001 (Trouillon et al., 2021). DNA-binding motif discoveries were performed with
MEME-ChIP (Machanick and Bailey, 2011). Relative fold-enrichments were calculated for each
RR on each genome. The PA14 dataset was used based on quality thresholds because the

PA4080 experiment with PAO1 genome didn’t yield sufficient DNA enrichment.

Phylogenetic analyses. Phylogenetic analyses of P. aeruginosa and P. paraeruginosa were
performed as previously described (Elsen et al, to be published). For phylogenetic analyses of
RRs, 73 RRs of PAO1 were identified in P2CS, and 74 RRs of IHMA87 were identified from
collected proteins with “phosphorelay response regulator activity” or “phosphorelay signal
transduction system” gene ontology term search on Pseudomonas.com (Winsor et al., 2016).
Proteins were aligned with MAFFT (Katoh and Standley, 2013) and Maximume-likelihood tree
was build using FASTTREE (Price et al., 2009) with default parameters. Trees were visualized

and annotated using iTOL (Letunic and Bork, 2021).

Bioinformatics analyses. To assess conservation of genes at the species level, homolog
determination was performed by Reciprocal Best Hit (RBH) analysis (Cock et al., 2015) with

minimum percentage alignment coverages of 90 and sequence identities of 50 on the
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European Galaxy server (The Galaxy Community et al., 2022). Sequences alighnment and
visualization were done with clinker (Gilchrist and Chooi, 2021). Domain predictions were
performed on InterPro (Paysan-Lafosse et al., 2023) and sequence homologies were evaluated

with Clustal Omega (Madeira et al., 2022).
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FIG 1. Schematic model of the Roc signalling pathways (A) The Roc system at the beginning of
the study. RocR inhibits cupC and cupB through c-di-GMP degradation. (B) The full picture of the
Roc system, with RocA3 (PA4080) which was the former X regulator, and the lepBA operon
which is now known to be regulated mainly by RocAl. The system was extended with both
potential new players as the phosphorelay comprising HptA and the hybrid HK PA2583, named
RocS4, and the cyclic diguanylate phosphodiesterase RocR3 found in a few P. aeruginosa and P.
paraeruginosa strains. Represented domains are according to PFAM nomenclature; SBP_bac_3
(periplasmic grey domain), PAS 4 (cytosolic grey domain), HisKA and HATPase c (H1),
Response_reg (D1 and D2), Hpt (H2) and either GerE or EAL (concave) for output domain of RRs.
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FIG 2. PA4080 regulates cupB operon and its own expression (A) Reanalyses of previously
published data on PA14 genome (Trouillon et al., 2021) showing enrichment coverage track of
DAP-seq against negative control for the RR PA4080 on the indicated locus. (B) Upstream
sequences of the cupB1 and PA4080 genes. The ATG of each coding sequence is indicated as
well as the location of the transcriptional start site of PA4080 (star). The MEME-ChIP predicted
binding site for PA4080 on each sequence is in bold and colored in grey, with the top of the
peak of the DAPseq (Trouillon et al., 2021) pointed with triangle. (C,D) B-galactosidase activities
of the indicated strains harboring the PcupB1-lacZ, PPA4080-lacZ (C), PcupCl-lacZ or PmexA-
lacZ (D) transcriptional fusions. Strains also carried either the empty pJN105 or the pJN-PA4080
plasmid, and expression of PA4080 was induced with 0.5% arabinose for 2.5 hours in LB
medium. Experiments were performed in triplicate and the error bars depict the SEM.
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FIG 3. PA4080 is the missing RocA3 regulator (A,B) B-galactosidase activities of the strains and
mutants harboring the PcupB1-lacZ (A) and PcupCl-lacZ (B), as indicated. Strains also carried
either the empty pMMB plasmid (black bars), pMMB-RocS1 (burgundy bars) or pMMB-RocS2
(green bars) and expression of the HKs was induced with IPTG for 6 hours in M63 medium. (A,B)
AAA corresponds to the triple mutant ArocA1ArocA2APA4080. Experiments were performed in
triplicate and the error bars represent the SEM.
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FIG 4. RocAl controls the synthesis of LepBA system (A) Reanalyses of previously published
data on PA14 genome (Trouillon et al., 2021) showing enrichment coverage track of DAP-seq
against negative control for the three RocA regulators on the lepBA upstream region. (B) B-
galactosidase activities of the strains and mutants harboring the PlepB-lacZ fusion integrated
into the chromosome. Strains also carried either the empty pMMB (black bars) or pMMB-rocS2
(green bars) plasmid and expression of the HK was induced with IPTG for 6 hours in M63
medium. AAA corresponds to the triple mutant ArocA1ArocA2ArocA3. Experiments were
performed in triplicate and the error bars represent the SEM.
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PAZ798 IHMAB7_05201 PA4726 CbrB
PA1335 AauR IHMAB?_04106 PA1099 FleR
PA5511 MifR IHMAB7_05008 PA4547 PIIR
PA5166 DctD IHMABT_02464
PA4726 CbrB IHMABT7_03419 PA1785 NasT
PA5483 AlgB IHMABT_04714 PA4396
PA4547 PiIR IHMABT7_01599 PA3349
PA5125 NIrC IHMABT_01265 PA3703 WspF
PA1099 FleR IHMABT_03706 PA1459 CheB
PA4296 PprB IHMAB?_00174 PAQ173
PA4196 BfiR IHMABT_05746 PA5261 AlgR
PA3879 Narl — IHMAB?_03140 PA1980 EraR
PA2376 IHMAB7_00739 PA4196 BfiR
PA1397 IHMAB?_03142 PA1978 ErbR
PA3604 ErdR IHMAB7_01366 PA3604 ErdR
PA1978 ErbR IHMAB?_03790 PA1397
PA1980 EraR IHMABT_02778 PAZ376
PA2899 AtVR IHMAB?_01064 PA3B79 Narl.
PA4080 RocA3 @ IHMAB7_02066 PAZB39 AVR
PA3714 TisR r IHMABT_01254 PA3714 TisR
PA0BO1 AgtR IHMAB7_02872 RcsB
PA2586 GacA IHMABT_00845 PA4080 RocA3®
PAQ034 IHMABT_06096
PA3948 RocA1 @ IHMABT_00593 PAGB01 AR
PA3045 RocA2 @ IHMAB7_02519 PA2586 GacA
PAS5360 PhoB IHMAB?_00036 PAG034
PAQ463 CreB IHMABT_01902 PA3045 RocA2 @
PA4032 IHMAB?_00998 PA3948 RocA1®
PA2686 PfeR IHMAB7_05331 PA4B43 GebA
PA0929 PirR IHMAB?_00387 PAQ408 PilG
— PA3204 CpxR IHMAB7_00388 PA0409 PilH

PA5200 AmgR IHMAB? 05262 PA4781
PA1799 ParR IHMABT_01266 PA3702 WspR

L] PAT1S7 IHMAB?_00180 PA179
PA4983 AruR IHMAB7_05886 PAS360 PhoB
PA4101 BIMR IHMABT_01740 PA3204 CpxR
PA3192 GItR IHMABT_04060 PA1157
PA1637 KdpE IHMABT_03330 PA1799 ParR
PA2657 BgsR IHMABT_05683 PA5200 AmgR
PA1178 PhoP IHMABT_01753 PA3192 GItR
PAO756 TetD IHMAB7_00822 PA4101 BfmR
PAATTE PmrA —— IHMABT_03532 PA1637 KdpE
PA2479 DsbR IHMABT_00896 PA4032
PA4381 ColR IHMAB?_00444 PAQ463 CreB
PA3077 CprR IHMAB7_04308 PAQ929 PirR
PA488S5 IR IHMAB?_03812 PA2686 PfeR
PAZ2809 CopR IHMAB7_04038 PA1179 PhoP
PA2523 CzcR — IHMAB? 02453 PA2657 BasR
PA1437 MmnR IHMAB7_04501 PAQ756 TotD
PAD408 PIIG IHMAB7_05256 PA4776 PmrA
PAQ409 PilH IHMABT_02671 PA2479 DsbR
PA4T81 IHMABT_04696 PA4381 ColR
PA4303 TadZ IHMABT_01871 PA3077 CprR
PA3703 WspF IHMABT_03730 PA1437 MmnR
PAD414 ChpB IHMABT_02628 PA2523 CzcR
PA1459 CheB IHMABT_05374 PA4B85 IR
PAO173 IHMABT_02262 PA2809 CopR

Tree scale : 1 ——— Treescale: 1 ——

FIG 5. Phylogenetic tree of response regulators proteins in PAO1 (A) and IHMAS87 (B). Bold labels
indicate strain-specific proteins. RRs of the Roc system are highlighted by black dot. Colored according to
family predicted in P2CS.
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FIG 6. The roc3 locus in P. (par)aeruginosa species (A) Loci encoding the three Roc systems are represented
in the P. aeruginosa PAO1 and PA14 strains and P. paraeruginosa IHMA87, with the % if sequence identity
indicated by the grey scale. The genes located on either side of the roc genes are also indicated to show the
conservation of their location. In IHMA87 Roc3 system, rocR3 is homologous to rocR while the pseudogene
lying downstream potentially encodes part of a H2 domain, which is an Hpt-like module. (B) B-galactosidase
activities of the PAO1 strain containing the PcupB1-lacZ or PcupC1l-lacZ transcriptional fusion. Strains carried
two replicative plasmids which are indicated below. Induction of the genes was performed with 1 mM IPTG
and 0.5% arabinose for 6 hours in M63 medium. Experiments were performed in triplicate and the error bars
represent the SEM. (C) Genetic comparison of Roc3 loci in rocR3* strains with the % if sequence identity
indicated by the grey scale. PAO1, PA14 and HO9 were used as reference for clades 1, 2 and 5 respectively.
Gene located downstream rocR3 codes for protein harboring either Hpt (dark blue) or HisKA (light blue)
domain. Sequences were ordered based on genomic phylogeny shown on left part.
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FIG 7. Additional putative players in the Roc system (A) Gene organisation of loci containing cupC operon and the

PA2583 gene in the P. aeruginosa PAO1 and PA14 strains and P. paraeruginosa IHMAS87, with the % if sequence
identity indicated by the grey scale. (B) Depicting of RocS1 and RocS2 unorthodox HKs, PA2583 hybrid HK and HptA
proteins. H1, D1 and H2 correspond to transmitter (HiskA/HATPAse_C), receiver and Hpt domains, respectively.
The putative sensory domains are represented by periplasmic black dots for the Sbp3 domains and a cytoplasmic
black box for the PAS domain. The percentage of amino acid identity within their different domains are indicated.
(C) Bacterial two-hybrid analysis of various combinations of recombinant pKT25 and pUT18c plasmids encoding full
or partial proteins of interest in E. coli DHM1 spotted on LB agar containing X-Gal and IPTG. Blue coloration
indicates interaction of studied proteins. (D) B-galactosidase activities of the resuspended spots from plates of
Bacterial two-hybrid analysis. Experiments were performed in triplicate and the error bars depict the SEM. (E)
Genetic comparison of hptA locus in strains harbouring PA2583 in vicinity with the % if sequence identity indicated
by the grey scale. PAO1, PA14 and HO9 were used as reference for clades 1, 2 and 5 respectively. Sequences were
ordered based on genomic phylogeny shown on left part.
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FIG 8. Clade-dependent diversity of Roc system in P. aeruginosa and P. paraeruginosa (A) Genetic comparison of
the typical organization of the different proposed Roc loci in 5 strains representative of the different clades of P.
aeruginosa and P. paraeruginosa species with the % if sequence identity indicated by the grey scale. Gene located
downstream rocR3 codes for protein harbouring either Hpt (dark blue) or HisKA (light blue) domain. RocS4 is
represented between its surrounding genes (white; PA2582 and PA2584) in clades 1, 2 and 4. Additional gene of
clade 2 coding for a fimbrial protein (PA14_30690) is depicted in grey. (B) Phylogeny of P. aeruginosa and P.
paraeruginosa species and conservation of Roc actors.
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Fig S2. Unrooted tree of P. aeruginosa and P. paraeruginosa species at scale with number of
genomes for each clade. The clade 3 corresponds to P. paraeruginosa.
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Fig S3. Localisation of PA2583 in clades of P. aeruginosa and P. paraeruginosa species (A)
Relative distribution of gene annotations by EggNOG of genes upstream of hptA. (B) Distribution
of length of the PA2581-PA2584 region.
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Table S1. Bacterial strains and plasmids used in this work

Strain or plasmid Genotype or relevant properties Reference/Source
Strains
P. aeruginosa

PAO1 Wound isolate, sequenced laboratory strain J. Mougous
PAO1APA4080 PAO1 with PA4080 (rocA3) deletion This study
PAO1ArocAl PAO1 with PA3948 (rocA1) deletion This study
PAO1ArocA2 PAO1 with PA3045 (rocA2) deletion This study
PAO1ArocAl1ArocA2 PAO1 with rocA1 and rocA2 deletion This study
PAO1ArocA1ArocA2ArocA3 | PAO1 with rocAl, rocA2 and rocA3 deletion This study
PAO1-PA4080 D58A PAO1 with rocA3 mutated gene encoding RocA3pssa This study

P. paraeruginosa

IHMAS87 wild-type strain (urinary infection) (Kos et al., 2015)
E. coli
TOP10 Chemically competent cell Invitrogen
DHM1 F cya-854 recAl endA1 gyrA96 (Nal®) thil hsdR17 spoT1 | (Karimova et al.,
rfbD1 ginV44(AS) 1998)

Plasmids

pRK600 Helper plasmid with conjugative properties (CmR®) (Kessler et al.,
1992)

pFLP2 Plasmid expressing the Flp recombinase (Ap?/CbF) (Hoang et al.,
1998)

pMMB67EH-Gm Broad-host-range bacterial cloning vector, tac promoter | This study

(Gm®)

pMMB67-RocS1

pMMB67EH-GW harbouring the rocS1 gene from
Gateway library (GmF)

Kulasekara et al.,
2005)

pMMB67EH

Broad host range bacterial cloning vector, tac promoter
(Ap?/Cb®)

(Sivaneson et al.,
2011)

pMMB67-RocS2

pMMB67HE harbouring the rocS2 gene from Gateway
library (Ap®/CbR)

(Sivaneson et al.,
2011)

pPEXG2 Allelic exchange vector (Gm®) (Rietsch et al.,
2005)

PEXG2 APA4080 PEXG2 carrying SLIC fragment for rocA3 deletion (Gm®) | This study

PEXG2 PAO1ArocAl PEXG2 carrying SLIC fragment for rocA1 deletion (Gm®) | This study

PEXG2 PAO1ArocA2 PEXG2 carrying SLIC fragment for rocA2 deletion (Gm®) | This study

PEXG2 PA4080-D58A PEXG2 carrying SLIC fragment for rocA3 mutation (Gm®) | This study

pIJN105

ParaBAD (pBAD) transcriptional fusion vector (GmF)

(Newman and
Fuqua, 1999)

pJN105-PA4080 pJN105 carrying PBAD-rocA3 transcriptional fusion (GmR®) | This study
pJN105-rocR pJN105 carrying PBAD-rocR transcriptional fusion (GmR) | This study
pJN105-rocR3 pJN105 carrying PBAD-(IHMAB87) rocR3 transcriptional This study

fusion (GmR)

miniCTX-TrrnB-lacZ

Site-specific integrative plasmid with promoter less-lacZ
and strong rrnB terminator (attP site, FRT, Tcf)

Elsen et al. (2023)
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pCTXter-PcupBl-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the cupB1 promoter This study
fused to lacZ (attP site, FRT, TcR)

pCTXter-PcupC1l-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the cupC1 promoter fused | This study
to lacZ (attP site, FRT, Tc®)

pCTXter-PPA4080-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the rocA3 promoter fused | This study
to lacZ (attP site, FRT, Tc®)

pCTXter-PmexA-lacZ mMiniCTX-TrrnB-lacZ harboring the mexA promoter fused | This study
to lacZ (attP site, FRT, Tc®)

pCTXter-PlepB-lacZ miniCTX-TrrnB-lacZ harboring the lepB promoter fused This study

to lacZ (attP site, FRT, Tc®)

pKT15 Cloning and expression vector, encodes the T25 | (Karimova etal.,
fragment (amino acids 1-224 of CyaA) (KmF) 1998)
pKT25-HptA Fusion of hptA to cya gene T25 fragment in pKT25 (Km®) | This study
pKT25-HptB Fusion of hptB to cya gene T25 fragment in pKT25 (KmR) | This study
pUT18c Cloning and expression vector, encodes the T18 | (Karimovaetal.,

fragment (amino acids 225-399 of CyaA) (ApF)

1998)

pUT18c-2583-D1 Fusion of sequence encoding D1 domain (834-992 aa) of | This study
PA2583 to cya gene T18 fragment in pUT18C (Ap®)
pUT18c-SagsS-D1 Fusion of sequence encoding D1 domain (663-786 aa) of | This study

SagS to cya gene T18 fragment in pUT18C (Ap®)

pUT18c-RocAl1-D2

Fusion of sequence encoding D2 domain of RocAl to
cya gene T18 fragment in pUT18C (ApF)

(Kulasekara et al.,
2004)

pUT18c-RocA2-D2

Fusion of sequence encoding D2 domain of RocA2 to
cya gene T18 fragment in pUT18C (ApF)

(Sivaneson et al.,
2011)

pUT18c-RocA3-D2

Fusion of sequence encoding D2 domain (1-134 aa) of
RocA3 to cya gene T18 fragment in pUT18C (Ap®)

This study

pUT18c-RocR-D2

Fusion of sequence encoding D2 domain of RocR to cya
gene T18 fragment in pUT18C (ApF)

(Kulasekara et al.,
2004)

pUT18c-RocR3-D2

Fusion of sequence encoding D2 domain (1-136 aa) of
RocR3 to cya gene T18 fragment in pUT18C (Ap®)

This study
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Table S2. Primers used in this work

Name Sequence (5’ => 3’) Use

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC rocA3 deletion
TCTGAGGGATATGCAAGTTTCCT

PEXG2-mut-PA4080-sF1

PEXG2-mut-PA4080-sR1 GCGATGTAGGGACATCCTTGC rocA3 deletion
PEXG2-mut-PA4080-sF2 GCAAGGATGTCCCTACATCGC rocA3 deletion
TGCCGGATGCCCTGACGGAT
PEXG2-mut-PA4080-sR2 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC rocA3 deletion

GATGTGGCGGAAATCGACGCC

PEXG2-mut-rocAl-sF1 GGTCGACTCTAGAGGATCCCC rocA1 deletion

GATGTCGACGTGTCCGCAGG

PEXG2-mut-rocAl-sR1 CAGGACGGTATGCATAAATTCGA rocAl deletion

PEXG2-mut-rocAl-sF2 GAATTTATGCATACCGTCCTG rocA1 deletion
TCGCTGATCCACTGACCTGGC

PEXG2-mut-rocAl1-sR2 ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC rocA1 deletion
GAATTTCCGGCCGACCGAGG

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC
GAAGCTCTAAGCGATAGCGCC

PEXG2-mut-rocA2-sF1 rocA2 deletion

PEXG2-mut-rocA2-sR1 TATCAGGATACGGCTCATTGTCT rocA2 deletion

PEXG2-mut-rocA2-sF2

ACAATGAGCCGTATCCTGATA
GAGTTCGCCAAACGCAATACGC

rocA2 deletion

PEXG2-mut-rocA2-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC
GTTGCAGGCCAGCAGGCGAC

rocA2 deletion

PEXG2-mut-PA4080-sF1

GGTCGACTCTAGAGGATCCCC
TCTGAGGGATATGCAAGTTTCCT

rocA3-D58A mutation

PEXG2-PA4080-D58A-sR1

GGCATCGTATAGGCGACGATAAC

rocA3-D58A mutation

PEXG2-PA4080-D58A-sF2

GTTATCGTCGCCTATACGATGCC

rocA3-D58A mutation

PEXG2-mut-PA4080-sR2

ACCGAATTCGAGCTCGAGCCC
GATGTGGCGGAAATCGACGCC

rocA3-D58A mutation
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pCTXter-cupB1-lacz-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC PcupB1-lacZ fusion
TCCATCCGGAATGCGAGTGGG

pCTXter-cupB1-lacZ-sR GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC PcupB1-lacZ fusion
CATCTGATTTCCTTTGGAGTTGTG

pCTXter-cupC1-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC PcupC1-lacZ fusion
AGGCAAACTAAGTGCGTTCGAAA

pCTXter-cupC1l-lacZ-sR GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC PcupC1-lacZ fusion
CATGATTGAGCTTCCTTTTGACAG

pCTXter-PA4080-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC ProcA3-lacZ fusion
GCTCGTCCTGGGTCTCGTG

pCTXter-PA4080-lacZ-sR GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC ProcA3-lacZ fusion
ATCCTTGCGTCTCCTTAAGC

pCTXter-mexA-lacz-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC PmexA-lacZ fusion
AGCTCGCGGATCTTCCG

pCTXter-mexA-lacZ-sR GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC PmexA-lacZ fusion
ATAGCGTTGTCCTCATGAGC

pCTXter-lepB-lacZ-sF GATATCGAATTCCTGCAGCCC PlepB-lacZ fusion
TCTAGCGCTGCGTCCTGCC

pCTXter-lepB-lacZ-sR GCTAGTTAGTTAGGATCCCCC PlepB-lacZ fusion
ATGAGGCCCGTACGGAGC

pJN105-PA4080-sF CTAGCGAATTCCTGCAGCCC rocA3 expression
TTTCCTGGTAACGCTTTCGCCT

pJN105-PA4080-sR CTAGAACTAGTGGATCCCCC rocA3 expression
TCAGGGCATCCGGCAATAGCC

pJN105-rocR-sF CTAGCGAATTCCTGCAGCCC rocR expression
AACACAGCAGTATATCGCCGGT

pJN105-rocR-sR CTAGAACTAGTGGATCCCCC rocR expression
TAGAGGCAGCCGAGGCCAG

pJN105-rocR3-sF CTAGCGAATTCCTGCAGCCC IHMAS87 rocR3 expression
ACAATCGCTCCACCATAAAGATTA

pJN105-rocR3-sR CTAGAACTAGTGGATCCCCC IHMAS87 rocR3 expression
GTTGATATCGCAACGACCGCC

pKT25-hptA-sR TACTTAGGTACCCGGGGATC pKT25 cloning for BTH
TCTAGAGCTTTGCCAATTCGGTT

pKT25-hptA-sF CTGCAGGGTCGACTCTAGAG pKT25 cloning for BTH
ATGAAAGAGCTTGGTTCGGAATC

pKT25-hptB-sR TACTTAGGTACCCGGGGATC pKT25 cloning for BTH
TCAGCGATAGCGCTGACGTTC

pKT25-hptB-sF CTGCAGGGTCGACTCTAGAG pKT25 cloning for BTH
ATGTCCGCGCCGCATCTCGA

pUT18c-PA2583 D1-sR GAGCTCGGTACCCGGGGATC pUT18c cloning for BTH
TCATTGCGAATCGACGCTCGT

pUT18c-PA2583 D1-sF ACTGCAGGTCGACTCTAGAG pUT18c cloning for BTH
ACCGAGCCTCCGCCCAGC

pUT18c-sagSD1-sF ACTGCAGGTCGACTCTAGAG pUT18c cloning for BTH
ACCCGGGTCCTGCTGGTGGA

pUT18c-sagSD1-sR GAGCTCGGTACCCGGGGATC pUT18c cloning for BTH
CTAGTCGCTCGCGGTGAGCG

pUT18c-rocA2D2-sF ACTGCAGGTCGACTCTAGAG pUT18c cloning for BTH

ATGAGCCGTATCCTGATAGTCG
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pUT18c-rocA2D2-sR GAGCTCGGTACCCGGGGATC pUT18c cloning for BTH
CTACGAGCTGGGAAAGTAACTGTAT

pUT18c-PA4080D2-sF ACTGCAGGTCGACTCTAGAG pUT18c cloning for BTH
ATGTCCCTACATCGCATTCGC

pUT18c-PA4080D2-sR GAGCTCGGTACCCGGGGATC pUT18c cloning for BTH
TTACGGCGAGAAATACTGGTTTCG

pUT18c-rocR3D2-sF ACTGCAGGTCGACTCTAGAG pUT18c cloning for BTH
ATGCGGCAGATCAGCGTCCT

pUT18c-rocR3D2-sR GAGCTCGGTACCCGGGGATC pUT18c cloning for BTH

CTAAAGAGCGGGCGGAAGCAGC
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7.2 Résultats supplémentaires

7.2.1 Etude du role de RocA3

Nos travaux ont permis d’identifier le RR médiant I'activation de 'opéron cupB par les HKs
RocS1 et RocS2. A ce jour, les conditions physiologiques permettant 'activation des génes cupB
sont inconnues et cet opéron est particulierement peu exprimé dans les conditions de labora-
toires, tout comme l'opéron cupC qui est aussi activé par les HKs du systeme Roc. Cependant,
le role de ces fimbriae dans la formation de biofilm est établi et a été caractérisé uniquement
en comparant des souches surproduisant RocS1, conduisant a I'activation de cupB et cupC a des

souches ne surproduisant pas cette HK.

J’ai donc voulu étudier le role de RocA3 dans la formation de biofilm par diverses approches
permettant d’évaluer sa contribution dans la formation d’une pellicule a I'interface air-liquide,

dans I'adhésion a une surface abiotique et dans la formation de microcolonies.

Formation de biofilm a I'interface air-liquide

J'ai tout d’abord analysé I'effet de la surproduction de RocS2 sur la formation de biofilm a
l'interface air-liquide a 30°C et 37°C en M63 comme il a été fait pour RocS1. Nous avons observé
que la surproduction de RocS2 augmente de maniere significative la formation de biofilm dans
nos conditions, aux 2 températures testées apres 4h de croissance (Fig 7.1). Cependant, aucun
effet significatif n’a été observé a 8 et 24h. Afin d’évaluer la contribution de RocA3 dans ce
phénotype, l'effet de cette surproduction a aussi été déterminé dans les souches ArocA3 et
ArocAlArocA2. Cependant, les résultats obtenus avec ces souches sont tres variables malgré

les répétitions, ce qui m’empéche de conclure sur I'effet des délétions testées.
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FIGURE 7.1. La surproduction de RocS2 stimule la formation de biofilm a I’interface air
liquide. 'absorbance a 550 nm de la pellicule de biofilm est mesurée apres 4h de croissance
statique aux températures indiquées. Les barres représentent la moyenne et les barres d’erreur
représentent 'écart-type a la moyenne (n=5). Les p-valeurs ont été déterminées par un test T
(*** : p-valeur < 0.001)

Adhésion

Comme indiqué dans I'article en préparation, la surproduction de RocA3 grace a un plasmide
inductible a I'arabinose (pJN105) provoque I'activation de 'opéron cupB. Afin de déterminer
le role des fimbriae CupB dans I'adhésion de P aeruginosa, ce plasmide a été transformé dans
une souche de PAO1 exprimant constitutivement la GFP. Brievement, les cultures bactériennes
ont été placées dans des puits au fond desquelles des lamelles ont été disposées. A différents
temps, les cultures ont été enlevées, et aprés lavages, les cellules adhérées ont été fixées pour
observation au microscope. L'analyse des images a été réalisée par Stéphanie Bouillot avec
ImageJ (Fig 7.2).
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FIGURE 7.2. Role de CupB dans ’adhésion de P aeruginosa. Comparaison des souches sur-
produisant RocA3 (pJN-RocA3) ou possédant le plasmide vide (pJN). Les souches de PAO1 ont
été marquées a la GFP par un plasmide intégré (pIApX2-GFP) A) Bactéries adhérées a la surface
de la lamelle a différents temps. B) Analyse du nombre d’agrégats formés sur la lamelle(n=5).
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L'observation des images révele que le nombre de bactéries adhérentes est plus faible pour
la souche surproduisant RocA3 qui tend a occuper une surface plus faible (Fig 7.2A). La quan-
tification des agrégats ne montre pas de différences significatives entre les deux souches dans
les conditions testées (Fig 7.2B). Dans ces conditions, la surproduction de RocA3 n’a pas d’effet
majeur sur 'adhésion de P aeruginosa a une surface, mais semblerait conduire a la formation

d’agrégats de plus petite taille.

Formation de microcolonies

Afin d’évaluer 'effet de RocA3 et des fimbriae CupB dans les premiéres étapes de la formation
de biofilm, nous avons utilisé un dispositif de microfluidique permettant la culture de bactérie
dans une chambre traversée par un flux. Cette approche permet d’appréhender la dynamique et
la structure tridimensionnelle des communautés bactériennes. Les dispositifs dont nous dispo-
sions nous permettait la visualisation d’une seule chambre. Nous avons donc étudié les souches
contenant le plasmide surproduisant RocA3 ou le vecteur vide en coculture, exprimant consti-
tutivement, la GFP (verte) et la mCherry (rouge) respectivement pour pouvoir les comparer.
Nos résultats démontrent que bien que la souche surproduisant RocA3 est capable de former

rapidement des agrégats volumineux dans la chambre, sa croissance n’est pas comparable a la

souche controle, suggérant un défaut de croissance.

0 30 120
Temps (minutes)

FIGURE 7.3. Formation de microcolonies de la souche surproduisant RocA3 en microflui-
dique. Les souches possedant le plasmide surproduisant RocA3 (pJN-RocA3) ont été marquées
a la GFP par un plasmide intégré (pIApX2-GFP). Les souches possedant le plasmide vide (pJN)
ont été marquées a la mCherry par un plasmide intégré (pIApX2-mCherry). Briévement, les
précultures sont diluées a une DOg,, de 0.05 en milieu LB dans le méme tube, puis injectées
dans la chambre qui est laissée 1 h 30 a 37°C afin de permettre aux bactéries d’adhérer a la
surface. Les bactéries non adhérées sont éliminées par un lavage de 10 minutes a un flux de a
1,5nL/min avant d’appliquer un flux a 0,5nL/min pendant la durée de I'acquisition.
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Ce défaut de croissance de la souche surproduisant RocA3 a été confirmé et dépend du
niveau d’induction a I'arabinose (Fig 7.4). Ce défaut de croissance est un frein majeur dans
I'observation des phénotypes régulés par RocA3 et il découle potentiellement directement de
la surproduction de ce FT qui pourrait perturber la physiologie de la cellule ou indirectement

de I'activation de 'opéron cupB .

24 :Ara 0 //
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FIGURE 7.4. La surproduction de RocA3 induit un défaut de croissance. Les souches
PAO1 : :pIApX2-mCherry /pJN105 et PAO1 : :pIApX2-GFP /pJN-PA4080. sont cultivées en tubes
en milieu LB supplémenté avec 200pg/mL de gentamycine et de I'arabinose aux pourcentages
indiqués

7.2.2 Régulon des Roc

Nos travaux ont permis de démontrer que RocA3 régule 'opéron cupB ainsi que son propre
gene. Pour déterminer le régulon de ce RR et le confronter aux résultats de DAP-seq, j’ai utilisé
la RNA-seq. L'analyse des transcriptomes des souches sauvages et ArocA3 transformées avec
un plasmide surproduisant RocS2 a été réalisée dans des conditions similaires a celles précé-
demment utilisées pour I'analyse du régulon de RocA2 (S1vANESON et al., 2011). Les cultures
bactériennes ont été diluées a une DO, de 0,1 et cultivé a 37°C sous agitation pendant 5h
en M63 en triplicat. L'extraction des ARN totaux a été réalisée par extraction au phénol chaud.
Un traitement a la Turbo DNAse supplémentaire a permis d’enlever les contaminations d’ADN
génomique. Les ARN ribosomiques ont été déplétés a I'aide du kit RiboMinus selon les instruc-
tions du fabricant. Les banques d’ADNc pour séquencage ont été construites avec le kit Collibri.
Le suivi de la quantité et la qualité des ARNs et des banques a été réalisé a 'aide d’'un bioanaly-
seur Agilent. Le séquencage haut débit a été réalisé par la plateforme MGX-NGS de I'Institut de
Génomique Fonctionnelle. Les séquences d’adaptateurs et les reads d'une longueur inferieure

a 20pb ont été retirés avec Trimmomatic. L’alignement a été réalisé avec Bowtie2 (LANGMEAD
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et al., 2012) et le comptage des reads alignés avec Ht-seq (ANDERS et al., 2015). Enfin, I'ex-
pression différentielle des genes entre les deux conditions a été déterminée avec DESeq2 (LOVE
et al., 2014).

Au total, 164 genes sont impactés par 'absence de RocA3 dans les conditions testées (Log, (FC)
> 2 et p-value < 0.001). Parmi ces genes, sont retrouvés 'opéron cupB mais aussi 'ensemble
des acteurs du systeme Roc a I'exception de rocAl et PA2583 (Fig 7.5). Ce résultat inattendu
suggere que I'induction du systéme par la surproduction de RocS2 a échoué dans le mutant
rocA3. En effet, nous observons que les transcrits de rocS2 sont tres significativement enrichis
dans la souche sauvage, ce qui indique que le géne n’est pas exprimé de la méme maniere dans
les deux souches. Ainsi, une erreur technique est suspectée pour cette expérience qui semble
plutét comparer une souche sauvage surproduisant RocS2 au mutant rocA3 ne surproduisant
pas RocS2. Méme si cette expérience ne nous permet pas de différencier les régulons des RRs
du systeme Roc, elle offre néanmoins une vue d’ensemble sur le régulon global des acteurs de

Roc et pourrait permettre d’identifier de nouvelles cibles.

Parmi les cibles significativement induites par la surproduction de RocS2, il est intéressant
de noter que le RR orphelin PAO034 compte parmi les plus faibles p-valeurs. Comme RocAl,
RocA2 et RocA3, ce RR appartient a la sous-famille NarL et a été identifié comme évolutivement
proche de RocAl et RocA2 (partie 7.1). De plus, le géne de PA0034 forme un opéron avec le
gene de HptC. Lhypothése que PA0334 et possiblement HptC participe au systeme Roc est une

piste intéressante a étudier.

Locus Name log,(FC) -logio(p-value)

400; PA0992 cupC1 9,62 307,65
PA0994 cupC3 6,30 307,65

cupC3 cupC1 PA3044 rocS2 11,20 307,65

300 New o —tocS2  PA3946 rocST 536 268,78
. rocS1 “~ rocR PA0993 cupC2 9,60 260,85
5 o ./ —— cupC2 PA3947 rocR 6,43 238,38
< .. . rocA2 PA3045 rocA2 6,27 223,35
3200' lepA—e, + ./ lepB PA4541 lepA 4,67 191,43
= CupB1— PA4540 lepB 6,32 187,27
o o° * PA4086 cupB1 4,91 177,35
' «fpvB e . PA4082 cupB5 3,66 89,17
1001 . hotA w8 . PA0991  hptA 3,30 81,81

. P o PA4085 cupB2 4,54 72,73

. rw. PA4084 cupB3 3,27 72,17

. PA4081 cupB6 2,96 57,52

(.)10 5 0 5 10 15 PA4083 cupB4 4,00 41,29
|092(FC) PA3948 rocA1 1,17 20,73

PA2583 -0,37 2,31

FIGURE 7.5. Régulon controlé par RocS2 par RNA-seq. A) Représentation des genes diffé-
rentiellement exprimés. B) Résultats obtenus pour les acteurs Roc. FC : Fold change
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7.3 Discussion et perspectives

L'exploration du role phénotypique de RocA3 et de son régulon s’est heurté a des problemes
d’activation provoqués par la surproduction de RocA3 dont les effets sont déléteres et la surpro-
duction de RocS2 qui a échoué pour le RNA-seq. Le recours obligatoire a des surproductions
pour activer le systéme a de lourdes répercussions sur la cellule. Les approches développées
dans ces résultats supplémentaires constituent néanmoins des pistes intéressantes a approfon-
dir. Cependant, il serait nécessaire de déterminer des conditions permettant l'activation de ce
systeme sans impacter la croissance des différentes souches. Le plasmide pJN-RocA3 utilisé
dans cette étude offre la possibilité de moduler I'induction de RocA3 en ajustant les concentra-
tions d’arabinose qui active son expression de maniere dose-dépendante. En diminuant cette
induction, 'activation de 'opéron cupB est réduite, mais pourrait permettre d’observer le role

de cet acteur dans les différentes méthodes développées ici.

De plus, il a été observé que la surproduction de RocS1 augmente la formation de biofilm
dans une souche dépourvue de pili de type 4 et de flagelle (ApilA et AfliC) (RUER et al., 2007).
La délétion des genes de ces acteurs pouvant masquer I'effet des Cup est potentiellement né-

cessaire pour observer le réle phénotypique de RocA3.

Plus généralement, I'étude du systéeme Roc développée dans l'article soulevent de nom-

breuses questions dont certaines seront discutées ci-dessous.

Activation du systéeme Roc

Afin d’activer le systeme Roc, nous avons utilisé des plasmides surproduisant RocS1 et RocS2
fournis par Thomas Clamens et Alain Filloux. Cependant, avant d’obtenir pMMB-RocS1 et
pMMB-RocS2, nous avions construit plusieurs plasmides pour surproduire ces HKs sans ja-
mais arriver a activer la transcription des genes ciblés par Roc (cupC, cupB, mexA). Ainsi, nous
avons utilisé le pJN105 possede un promoteur inductible a 'arabinose (Pg,,), le pMMB64EH
possédant un promoteur inductible a I'IPTG (P;4.) et le pPBBR1IMCS-4 qui porte un promoteur
constitutivement actif (P;,.). Ce dernier a aussi été utilisé pour surproduire uniquement la
partie cytoplasmique, sans résultat. Ainsi, les propriétés du vecteur et la nature de la construc-
tion surproduite sont critiques pour parvenir a I'activation de ce systeme. Dans notre situation,
seules les constructions précédemment publiées ont été efficaces et tous nos essais ont échoué a
activer le systeme Roc. Les études futures de ce systeme bénéficieraient grandement de I'identi-
fication du signal percu par RocS1 et RocS2 ce qui permettrait de s’affranchir des surproductions
d’HKs dont les répercussions peuvent-étre hasardeuses et d’aborder I'aspect dynamique de ce

systeme.
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Interactions des acteurs de Roc

L'interaction de RocA3 avec les HKs RocS1 et RocS2 a été évalué in vitro par la méthode de
double hybride bactérien comme pour RocAl et RocA2 (S1vANESON et al., 2011). Cependant,
ni le domaine D2, ni la protéine entiere de RocA3 n’ont été capables d’interagir avec les do-
maines H2 ou H1-D1-H2 de RocS1 et RocS2 dans nos conditions. La méthode de double hybride
bactérien présente quelques limites comme I'absence de partenaire médiant I'interaction ou une
faible sensibilité pouvant empécher la détection d’interactions faibles ou transitoires. Pour ces
raisons, ’étude de l'interaction entre RocA3 et les HKs RocS1 et RocS2 nécessiterait 1'utilisa-
tion d’'une méthode différente. Une possibilité serait d’évaluer le transfert de phosphate entre
les HKs et les RRs purifiés in vitro. Dans le cas de RocAl, RocA2 et RocA3 dont les fixations a
I’ADN n’ont jamais été identifiées par des méthodes de détection directe comme le retard sur
gel, les affinitées de ces différents RRs pour leurs cibles pourrait étre évaluées en présence de
potentielles partenaires ou en compétition par EMSA. Cette approche pourrait compléter notre

compréhension du systéme Roc et de sa dynamique.

Régulation de mexAB-oprM

RocA2 inhibe la transcription de 'opéron mexAB-oprM qui code pour une pompe d’efflux qui
joue un role clé dans la résistance aux antibiotiques. En proposant RocA3 comme un acteur
supplémentaire de ce systéme, nous avons voulu déterminer son impact sur les autres cibles
identifiées du systeme (partie 7.1). Cependant, les surproductions de RocS1 et RocS2 n’ont pas
eu d’effet sur l'activité du promoteur de mexA dans nos conditions testées. De plus, la DAP-seq
n’a pas identifié de fixation de RocA2 sur ce promoteur, ce qui suggere que I'inhibition est indi-
recte. Afin d’évaluer une possible inhibition post-transcriptionnelle, une fusion traductionnelle
du promoteur a été construite, mais s’est révélée non affectée par I'activation de Roc. Ainsi, la
répression de mexAB-oprM par RocA2 ne semble pas dépendre de I'initiation de la transcription

ou de la traduction et pourrait s’opérer au niveau des ARNm.

Régulation indirecte de RocR et RocR3

Nos travaux ont identifié un RR ayant une activité PDE prédite, phylogénétiquement proche de
RocR, encodé a proximité de RocA3. Ce gene, uniquement présent dans P paraeruginosa et dans
un groupe de P aeruginosa, a été renommé rocR3. Nous avons démontré que la surproduction
de cette protéine avait un effet similaire a la surproduction de RocR en inhibant I'activation des
opérons cupB et cupC par le systéme Roc. En modulant la concentration cellulaire de di-GMPc, le

rOle joué par ces protéines sur la transcription des cibles du systéme est indirect. Une hypothése
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est que la répression opérée par RocR et RocR3 requiert un intermédiaire, typiquement un
facteur de transcription capable de détecter le di-GMPc. FleQ était un candidat prometteur car
ce répresseur inhibe la production d’exopolysaccharides lorsqu’il n’est pas lié au di-GMPc. De
plus, le promoteur de son gene dans la souche IHMA87 est fortement reconnu par RocAl et
RocA2 dans les résultats de DAP-seq ce qui suggere qu’il pourrait étre intégré dans le régulon
du systeme Roc. L'absence de fixation de RocAl et RocA2 sur le promoteur de fleQ dans les
génomes de PAO1 et PA14 s’explique par la variabilité de la séquence promotrice, le motif
reconnu par ces RRs en amont de fleQ étant absente dans ces deux génomes (TROUILLON et
al., 2021a). Afin d’évaluer I'implication de FleQ, I'effet de sa délétion a été testé sur l'activité
du promoteur de cupB mesuré dans des souches surproduisant certains acteurs Roc (données
non présentées). Nos résultats montrent que la délétion de fleQ limite I’activation de cupB par
RocS2. En revanche, 'absence de FleQ n’impacte pas la répression de cet opéron induite par
la surproduction de RocR et RocR3 ce qui suggere que cette inhibition n’est pas médiée par ce
répresseur. En revanche, plusieurs autres FTs capables de détecter le di-GMPc pourrait étre a
I'origine de la répression observée et pourraient étre testés d’'une facon similaire comme BrlR
(FE. WANG et al., 2018).
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DISCUSSION GENERALE

Différents TCSs de P aeruginosa et P paraeruginosa ont été étudiés au cours de ce travail de
thése. A Porigine de ce projet, il y a un jeu de données généré par DAP-seq pour I'ensemble des
RRs se liant a ’'ADN chez ces pathogenes. L'analyse de ces résultats de cistromique a permis de
sélectionner 3 RRs a étudier en se basant sur les cibles déduites des sites de fixation (Chapitre
4) : AgtR, CusR et RocA3.

J'ai choisi ces RRs parce que les résultats de DAP-seq suggéraient qu’ils pouvaient étre im-
pliqués dans la régulation de la pathogénicité (AgtR), de la formation du biofilm (RocA3) et de
la résistance au cuivre (CusR), et que ces processus participent a la virulence de P aeruginosa.
Les 3 RRs présentent des profils différents. AgtR appartient au TCS AgtRS qui est relativement
caractérisé et dont certains signaux qu'’il détecte et quelques genes dont il contrdle I'expression
sont déja identifiés. A linverse, RocA3 (PA4080) est un RR orphelin dont on ne connaissait
ni cibles ni signaux et CusR (IHMA87 02165) forme le TCS CusRS, appartenant au génome

accessoire et qui n’a jamais été étudié.

L'exploitation des données générées par des approches a grande échelle n’est pas toujours
évidente. Linterprétation et la confirmation des résultats présentent parfois un défi, comme
cela a été le cas pour AgtR (Chapitre 5). Ce RR avait retenu mon attention notamment car il se
fixe fortement dans les régions promotrices de rsmY et rsmZ, codant pour deux petits ARNSs ré-
gulateurs cruciaux dans la régulation de la virulence de P aeruginosa. Cependant, mes travaux
n’ont pas permis d’identifier de nouvelles cibles pour ce RR. Ainsi, bien qu’un effet de la délétion
de agtR ait été observé sur la motilité, je n’ai pas poursuivi '’étude de ce RR. Pourquoi certaines
cibles identifiées en DAP-seq de AgtR n’ont pas été confirmées dans nos expériences? Comme
il a été discuté, 'explication de ces résultats reste incertaine et peut résulter de conditions ex-
périmentales inappropriées ou de faux positifs (Chapitre 5). Cependant, les fixations d'un FT a
I’ADN avec une faible affinité ne sont pas forcément dénuées d’'importance et peuvent indirec-
tement participer a l'activité de ces protéines. Il est établi, chez les eucaryotes, que les sites de
fixations de FTs avec une faible affinité sont notamment impliqués dans le fonctionnement de
ces protéines en modulant la concentration de FTs libres ou en augmentant la concentration

locale (KRIBELBAUER et al., 2019). D’'une maniere générale, les travaux menés dans cette these
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se sont concentrés sur les fixations fortes de RRs dans les régions promotrices des génes. Or
une grande partie des sites de fixations des FTs sont situés dans des régions codantes comme il
a été identifié par ChIP-seq dans six especes bactériennes dont P aeruginosa (HUA et al., 2022).
Ces liaisons peuvent aussi avoir un role de régulation typiquement en modulant la transcrip-
tion du géne sur lequel se fixe le FT ou des génes environnants, généralement en inhibant la
progression de la RNAP Ces fixations peuvent aussi participer a la régulation de promoteurs
cryptiques d’ARNS.

Par la caractérisation de certains TCSs de P aeruginosa et P paraeruginosa comme CusRS

(Chapitre 6) ou le systéme Roc (Chapitre 7), ce travail illustre deux concepts fondamentaux

des TCSs : les interconnexions entre les systemes et la plasticité de ce réseau dans ces especes.
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FIGURE 7.6. Les interconnexions entre les TCSs Roc et CusRS et CopRS. Les fleches en
pointillés indiquent une fixation seulement observée in vitro

Interconnexions des TCSs

Généralement, les TCSs sont l'association d’'une HK et d'un RR formant un systeme isolé. Ce-
pendant, a mesure que notre compréhension des TCSs grandit, de plus en plus d’exemples de

systemes plus complexes et d’interactions entre TCSs sont recensés, venant bousculer notre




perception de ces acteurs clés de la régulation bactérienne. Les interconnexions possibles entre
TCSs sont de natures variées et peuvent mettre en jeu des : i) hétérodimeres d’HKs, ii) hé-
térodimeres de RRs, iii) communications croisées, iv) co-régulations, v) régulations croisées
(Chapitre 3) (AGRAWAL et al., 2016). Nos résultats sur les RRs CusR et RocA3 documentent des
exemples de communications croisées, de co-régulations et de régulations croisées. L'existence

d’hétérodimeres dans ces systemes n’a pas fait 'objet d’étude dans ce travail.

Communication croisée

La communication croisée entre deux TCSs se définit comme la phosphorylation ou la déphos-
phorylation d’'un RR par une HK différente de son partenaire identifié. Ce phénomene a souvent
été observé in vitro comme chez E. coli ol il a été démontré que 9/27 des HKs étudiées étaient
capables de phosphorylations croisées (YAMAMOTO et al., 2005). Cependant, de nombreux cas
de phosphorylations croisées in vivo sont aussi référencés. Ils peuvent étre provoqués par la
surproduction de HK, comme le cas de ’'HK NtrB dont la surproduction complémente la délé-
tion du géne de ’'HK CheA chez E. coli (NiNFA et al., 1988). Le systeme Roc est aussi un exemple
de communication croisée identifiée lorsque les HKs RocS1 et RocS2 sont surproduites (H. D.
KULASEKARA et al., 2004, SIVANESON et al., 2011). L'augmentation de la concentration de HKs
favorise les interactions non-spécifiques et ces phosphorylations entre TCSs non partenaires
nécessitent d’étre confirmées notamment dans des conditions d’activation physiologiques du
systeme. D’autres cas rapportent ces phénomenes de communications croisées in vivo lorsqu'un
des partenaires est absent. C’est le cas par exemple du RR QseB de E. coli qui est activé par PmrB
lorsque QseC est absente, de maniere constitutive car I'activité phosphatase de QseC n’est pas
entierement complémentée (GUCKES et al., 2013). Dans notre étude du systeme CusRS, les in-
terconnexions avec le systeme CopRS ont été observés lorsque les HKs étaient absentes, CusS
étant capable de maintenir CopR relativement déphosphorylé en absence de cuivre lorsque copS
est délété (Chapitre 6). Les croisements de phosphorylation peuvent mettre en jeu des affinités
différentes entre HKs et RRs comme il a été démontré pour les TCS NarXL et NarQP de E. coli.
En réponse au nitrate et au nitrite, la HK NarQ phosphoryle a la fois les RRs NarP et NarL alors

que NarX phosphoryle préférentiellement NarL en réponse au nitrate (NORIEGA et al., 2010).

L'apparition de ces croisements entre TCSs résulte typiquement de la duplication d’un sys-
téme provoquant des interférences qui peuvent étre désavantageuses en participant par exemple
a la diffusion du signal ou au déclenchement d’'une réponse inadaptée a un stimulus (CAPRA
et al., 2012). Ainsi, le maintien de ces communications croisées nécessite 'acquisition rapide

de nouvelles fonctionnalités avantageuses par les acteurs.

Dans le cas du systeme Roc les 3 HKs présentent de fortes homologies mais RocS1 et RocS4

possédent des domaines senseurs périplasmiques de type PBP dont RocS2 est dépourvu. A Iin-
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verse, RocS1 et RocS2 possédent des domaines senseurs cytoplasmiques de type PAS qui sont
absents dans RocS4. 1l apparait que les 3 HKs ont rapidement subi des réarrangements de leurs
domaines senseurs modifiant probablement la dynamique de réponse aux stimuli ou permet-
tant I'intégration de signaux différents. Les 3 RRs de Roc ayant des domaines de liaison a 'TADN
présentent de fortes homologies dans leurs séquences et dans le motif ADN reconnu mais sont
néanmoins capables de réguler des cibles spécifiques distinctes in vivo ce qui suggere que leur
activité transcriptionnelle a évolué. Les FTs paralogues représentent une part importante du ré-
pertoire des FTs bactériens et ont généralement des fonctions différentes rapidement acquises
au cours de I’évolution (MADAN BABU, 2003a, GELFAND, 2006). En conclusion, si les commu-
nications au sein du réseau formé par les acteurs Roc s’averent étre croisées, il semble que les
domaines de détection de signaux des HKs et les domaines effecteurs des RRs sont bien spéci-
fiques de chaque composant permettant ainsi le controle de plusieurs genes en réponse a divers

potentiels signaux.

Le systeme CusRS est acquis dans certaines souches de P aeruginosa par HGT d’une ICE et
n’est donc pas le résultat d’'une duplication. Ce TCS présente néanmoins de fortes homologies
avec CopRS ce qui peut expliquer les communications croisées que nous avons observées entre
ces deux systemes. Il est intéressant de noter que, dans ce cas, nos résultats suggerent que
CopS qui possede une activité phosphatase envers CopR est capable de phosphoryler CusR
en absence de CusS. A l'inverse, CusS déphosphoryle CopR en absence de CopS et du signal.
Les RRs catalysent leur propre phosphorylation/déphosphorylation (BOURRET, 2010) et nos
résultats suggerent que, en 'absence de CusS, CusR est capable de « pirater » CopS en l'utilisant
comme une source de phosphate. Porté par une ICE, le TCS CusRS est amené a s’intégrer a des
réseaux de régulation variés mais c’est principalement chez P aeruginosa qu’il a été identifié.
Ces résultats suggeérent que CusRS est généralement associé au TCS du génome coeur CopRS
avec lequel il peut communiquer. Le role de ces communications croisées entre CusS et CopS
reste a déterminer. Cependant, la réponse de ces HKs au cuivre sont similaires ce qui suggere

que ces interconnexions ne permettent pas I'intégration d’un signal différent.

Co-régulation

La co-régulation est une autre forme d’interconnexions entre TCSs qui implique la régulation
commune de genes par plusieurs RRs. Par exemple, les RRs NarL. et NarP reconnaissent les
mémes sites de fixation avec des affinités différentes et régulent ainsi plusieurs génes en com-
mun (DARWIN et al., 1997). Les sites reconnus par les RRs peuvent aussi étre différents comme
pour PmrA et RcsB qui sont capables de se lier a deux positions différentes dans la région
promotrice de ugd et d’activer sa transcription chez Salmonella (MousLim et al., 2003). Nos

travaux sur le systéeme Roc ont permis d’identifier que RocAl est le principal activateur de




I'opéron lepBA. Cependant, une fixation de RocA2 et RocA3 a été observée sur le méme site in
vitro et leur délétion a sensiblement diminué I'activation de lepBA ce qui suggere que les 3 RRs

pourraient co-réguler ces genes.

Notre étude de CusRS a identifié un cas notable de co-régulation dans la région intergé-
nique entre les geénes divergents pcoA2 et cusR. Nos résultats démontrent qu’au moins trois
TCS régulent les opérons cusRS et pcoA2-lysR in vivo : CusRS, CopRS et CzcRS. Bien qu’ils se
lient a la méme région palindromique, les trois RRs de ces systemes influencent différemment
I'expression des opérons. CusR et CzcR sont des activateurs pour les deux opérons, méme si
ce dernier a un effet faible sur le promoteur de pcoA2. CopR est un activateur de cusRS mais
réprime I'opéron pcoA2 en entravant I'action positive de CusR. Considérant que ce locus est
acquis par HGT, la présence de ce palindrome « consensus » capable de recruter fortement les
RRs endogene pourrait étre un moyen pour ces genes accessoires de s'intégrer au réseau de

régulation existant.

Régulation croisée

Dans certains cas, des TCSs sont capables de réguler les genes d’autres TCSs contrélant ainsi in-
directement I'activité de ces systemes, ce qui est défini comme de la régulation croisée. Comme
précédemment vu pour 'autorégulation des TCSs (Chapitre 3), la régulation croisée participe
a l'activation en modulant directement les concentrations des acteurs. L'expérience de DAP-seq
a révélé de nombreuses fixations de RRs sur les régions promotrices de la plupart des génes
codant pour des acteurs de TCS dans P aeruginosa suggérant que les régulations croisées entre
TCSs est un processus majeur dans ces réseaux de régulations (TROUILLON et al., 2021a). Par
exemple, la région intergénique entre czcC et czcR est ciblée par une vingtaine de RRs, le TCS

CzcRS est donc potentiellement massivement régulé par d’autres TCSs.

Nos travaux sur CusR ont ainsi démontré que CopR, en induisant I’expression de cusR, est
capable d’augmenter la production de ce RR favorisant la fixation de CusR a ces cibles méme

en absence de phosphorylation et en absence de CusS et CopS.

Plasticité

Les réseaux de régulation sont variables au sein méme d’une espece et cette hétérogénéité
participe a 'adaptabilité des différentes souches. Par exemple, chez Streptococcus pneumoniae,
les génes régulés par le RR 09 sont tres variables entre deux souches et moins de 10% des cibles
sont régulés en commun (HENDRIKSEN et al., 2007). Trois principaux moteurs de cette diversité

ont été proposés par Trouillon et al. (TROUILLON et al., 2021a) : la conservation des RRs, des
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genes ciblés et des régions promotrices. RocR3 et CusR sont deux exemples de RRs spécifiques
de certaines souches de P paraeruginosa et P aeruginosa. RocR3 est un RR orphelin, possédant
une activité PDE, qui est probablement issu d'une duplication d'un locus Roc ancestral puis
fut perdu dans la plupart des lignées de P aeruginosa a 'exception du groupe 4 et du groupe
3 de P paraeruginosa. Le géne de CusR est porté par un MGE présent dans plusieurs souches
distribuées dans les principaux groupes de P aeruginosa et P paraeruginosa. L'opéron pcoA2-lysR
est aussi l'illustration d’une cible spécifique de IHMA87 dont la régulation est orchestrée par

des RRs des génomes cceur et accessoire.

Nos travaux apportent aussi un résultat surprenant puisque RocS4 est conservé dans les
souches de P aeruginosa ; cependant, la localisation de son gene dépend de la lignée. Situé a
proximité de hptA codant pour un de ses partenaires dans les groupes 3 et 4, rocS4 se trouve a
un autre emplacement dans les autres groupes, suggérant une potentielle acquisition par HGT.
Lors de I'étude du locus de rocA3, en plus de rocR3, nous avons identifié des genes prédits
codant pour des domaines d’HK et qui suggerent qu'une HK ancestrale (« RocS3 ») a été com-
plétement ou partiellement perdue selon les lignées. Les portions de genes restantes codent
potentiellement pour des acteurs qui sont uniquement présents dans certains groupes, illus-
trant ainsi comment I’érosion des des geénes des acteurs de TCSs peuvent donner naissance a

des protéines spécifiques d’'une lignée.
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Transcription Inhibitors with XRE DNA-Binding and Cupin
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ABSTRACT Transcription factors (TFs) are instrumental in the bacterial response to
new environmental conditions. They can act as direct signal sensors and subsequently
induce changes in gene expression leading to physiological adaptation. Here, by com-
bining transcriptome sequencing (RNA-seq) and cistrome determination (DAP-seq), we
studied a family of eight TFs in Pseudomonas aeruginosa. This family, encompassing TFs
with XRE-like DNA-binding and cupin signal-sensing domains, includes the metabolic
regulators ErfA, PsdR, and PauR and five so-far-unstudied TFs. The genome-wide delinea-
tion of their regulons identified 39 regulatory interactions with genes mostly involved in
metabolism. We found that the XRE-cupin TFs are inhibitors of their neighboring genes,
forming local, functional units encoding proteins with functions in condition-specific
metabolic pathways. Growth phenotypes of isogenic mutants highlighted new roles for
PauR and PA0535 in polyamines and arginine metabolism. The phylogenetic analysis of
this family of regulators across the bacterial kingdom revealed a wide diversity of such
metabolic regulatory modules and identified species with potentially higher metabolic
versatility. Numerous genes encoding uncharacterized XRE-cupin TFs were found near
metabolism-related genes, illustrating the need of further systematic characterization of
transcriptional regulatory networks in order to better understand the mechanisms of
bacterial adaptation to new environments.

IMPORTANCE Bacteria of the Pseudomonas genus, including the major human patho-
gen Pseudomonas aeruginosa, are known for their complex regulatory networks and
high number of transcription factors, which contribute to their impressive adaptive
ability. However, even in the most studied species, most of the regulators are still
uncharacterized. With the recent advances in high-throughput sequencing methods,
it is now possible to fill this knowledge gap and help the understanding of how bac-
teria adapt and thrive in new environments. By leveraging these methods, we pro-
vide an example of a comprehensive analysis of an entire family of transcription factors
and bring new insights into metabolic and regulatory adaptation in the Pseudomonas
genus.

KEYWORDS Pseudomonas aeruginosa, transcription factors, XRE-cupin, RNA-seq, DAP-
seq, global regulatory networks

he regulation of gene transcription is a key mechanism in the evolution and adapta-

tion of bacteria to a wide array of environments. Transcriptional regulation involves
the interaction between trans-acting regulatory proteins called transcription factors (TFs)
and cis-regulatory elements found on the promoters of regulated genes. Many external
and internal signals, such as metabolite concentrations, oxygen, temperature, pH levels, or
surface contact, are integrated into regulatory networks through different sensing mecha-
nisms in order to provide an appropriate transcriptional response allowing the bacterium
to adapt effectively to the new environment. TFs are classified in several families
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depending on the structural similarities in their DNA-binding domains (DBDs), which can
either stand alone or be present in multidomain proteins containing variable arrange-
ments with sensing or oligomerization domains (1). This allows the integration of countless
different input and output signals into regulatory networks. Although TFs are classi-
fied in defined families (2), they each control specific sets of genes to coordinate
bacterial responses, and the targets and functions of each newly identified TF can-
not be inferred but need to be experimentally established. One-component sys-
tems (OCSs) are the most diverse TFs that can directly sense intracellular or
imported extracellular signals through their signal-sensing domain and transmit
the signal, probably through a conformational change, to their DBD (1). Here, we
explored one family of OCSs in Pseudomonas aeruginosa, a Gram-negative oppor-
tunistic human pathogen.

P. aeruginosa possesses a considerable metabolic versatility and one of the most
complex regulatory networks found in the bacterial kingdom, with roughly 10% of all
genes dedicated to transcription regulation (3-5). This regulatory network contains
about 500 predicted TFs. While some regulatory pathways have been thoroughly
studied, the vast majority of P. aeruginosa TFs are still uncharacterized. With the de-
velopment of next-generation sequencing (NGS)-based methods dedicated to the
genome-wide characterization of TFs, the view of complex interplays between and
inside different families of TFs is starting to emerge (6, 7). We recently characterized
a transcriptional inhibitor, ErfA, recruited to downregulate the expression of a hori-
zontally transferred operon encoding a major virulence factor, ExIA, specifically in
one P. aeruginosa lineage (8). ErfA belongs to the large family of regulators with an
XRE-like DBD that usually binds their DNA targets as homodimers. Besides its N-ter-
minal DBD, ErfA possesses a C-terminal putative sensor domain with a “cupin” fold
(8). While ErfA was rewired to also regulate the horizontally acquired ex/BA operon
in P. aeruginosa, its main conserved target across Pseudomonas species is a meta-
bolic operon, located adjacent to the erfA gene, with no role in bacterial virulence.
ErfA could thus act as a sensory switch in response to yet-unknown conditions.
While signal-sensing TFs are widely distributed in bacteria (1), TFs sharing ErfA-spe-
cific domain architecture have not been studied, raising the question of whether
ErfA-like regulators could be common and important in metabolic and/or virulence
regulation.

In this work, we focused on the eight P. geruginosa TFs that share ErfA architec-
ture in order to examine their genome-wide regulatory targets. In addition to ErfA
(8), the family comprises two members with incompletely defined regulons and five
uncharacterized TFs. The combination of transcriptome sequencing (RNA-seq) and
cistrome determination (DAP-seq) approaches allowed us to define the regulons of
six of these TFs. Each family member has specific targets ranging from one to 12
binding sites in promoters of genes related to small-molecule uptake or processing.
Regulators with XRE-cupin domains were found as local, specialized inhibitors that
are widespread across the Pseudomonas genus. While many uncharacterized XRE-
cupin TFs were identified, some species (such as Pseudomonas putida) harbored up
to 10 of these regulators whereas others (i.e., Pseudomonas stutzeri) possess only
one, potentially reflecting different metabolic versatilities.

RESULTS

Eight TFs of the XRE-like family share similar architectures. The P. aeruginosa
PAO1 genome encodes 19 proteins with a helix-turn-helix DNA-binding motif similar
to that of the Cl and Cro repressors of the phage A that features the members of the
XRE-like family (9, 10) (Fig. 1A). The XRE-like domains of about 60 residues adopt a
well-characterized helical conformation with helices 2 and 3 involved in DNA binding
(Fig. 1B). The DBD was found alone or associated either with a peptidase S24 domain
(AlpR and PrtR) or with a predicted sensor cupin domain at the C terminus of proteins
(Fig. 1Q). The versatile cupin domain folds into a 6-stranded B-barrel and is associated
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FIG 1 P. aeruginosa TFs belonging to the XRE family. (A) Maximum likelihood phylogenetic tree of the 19 proteins
possessing an XRE DNA-binding domain in P. aeruginosa PAO1 (18). The branches corresponding to the eight XRE-
cupin regulators are colored in red in the tree. (B) Stereo ribbon representation of the model of the XRE DNA-binding
domain of ErfA. The five alpha-helices are annotated. (C) Stereo ribbon representation of the model of ErfA structure.
The XRE domain is in red and the cupin domain is in blue. Model prediction was done using the SWISS-MODEL tool
(34) using the structure with PDB ID 1Y9Q as the template.

with a wide range of function (11). In addition to ErfA (PA0225), seven TFs share the
XRE-cupin architecture with only two having partially attributed functions: PA0535,
PA1359, PA1884, PA2312, PA4499 (PsdR), PA4987, and PA5301 (PauR). Using targeted
approaches, PsdR and PauR were previously shown to regulate dipeptide metabolism
(12, 13) and polyamine metabolism (14), respectively. By regulating independent meta-
bolic pathways, these two TFs play an essential role for bacterial growth in their corre-
sponding environmental conditions, which predicts potentially important functions for
the five so-far-unstudied TFs of the family.

TFs of the XRE-cupin family are local, highly specialized repressors. To get a
global view on target specificities and regulatory networks of P. aeruginosa XRE-cupin
TFs, we undertook to determine the regulons of all members of this family, except for
ErfA, which we already comprehensively studied (8). To that aim, the corresponding
genes were deleted in the genome of PAO1 and the transcriptomes of the engineered
mutants were compared to that of the wild-type strain by RNA-seq. In parallel, we
expressed and purified the seven recombinant regulators, and their targets were iden-
tified in vitro on fragmented P. aeruginosa PAO1 genome by DAP-seq (8, 15). Altogether,
we determined transcriptomes and direct DNA targets for six of the seven regulators
(Fig. 2A; see also Tables S3 and S4 in the supplemental material). The PA2312 protein was
less soluble and stable than any of the other proteins and was thus probably inactive and/
or aggregated, resulting in no significant peak detected in DAP-seq. In addition, the
PA2312 gene seems not to be expressed under the tested condition, as revealed by the
few reads covering the coding DNA sequence (CDS) observed by RNA-seq in the wild-type
strain. Overall, the family of XRE-cupin TFs regulates 39 genes in the PAOT1 strain through
direct binding to 19 genomic regions in total (Fig. 2B).

In all cases, there was a strong correlation between in vivo and in vitro targets; the
majority of DAP-seq peaks were centered on the promoters of genes that were also
significantly dysregulated in RNA-seq. Most binding events occurred in the core pro-
moter regions of regulated genes (Fig. 3A), and each target gene was found
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FIG 2 Determination of the regulons of the XRE-cupin regulators. (A) Volcano plots displaying the RNA-seq results of the genes differentially expressed in
the respective XRE-cupin mutants versus parental strain PAO1. Genes for which a DAP-seq binding peak was identified in the promoter are represented by
red circles and annotated with their gene ID. The genes (yellow circles) found commonly downregulated in all mutants represent artifacts probably due to

genetic manipulation. (B) Summary of number of regulatory targets per TF in P. aeruginosa PAO1.

upregulated in the mutant of the corresponding regulator (Fig. 3B), showing that
the XRE-cupin regulators are inhibitors of transcription. Our analyses confirmed the
known regulon of PsdR and extended our knowledge on PauR, as discussed below.
For most regulators, we found one or two direct targets, with the exception of PauR
(PA5301), which directly regulates 29 genes (Fig. 2B). Some genes were found
slightly downregulated in all mutants with no corresponding binding sites found,
probably due to experimental conditions or genetic manipulations (Fig. 2A). At
least one regulatory target per TF was further verified by RT-qPCR and electropho-
retic mobility shift assays (EMSA), and in all cases the RNA-seq and DAP-seq results
were confirmed by these targeted approaches (Fig. 4).

Strikingly, all the XRE-cupin TFs bind to at least one intergenic region directly adja-
cent to their own gene (Fig. 5). PauR strikes as an outlier with its 29 regulated genes
scattered across 12 different genomic locations, while all other XRE-cupin repressors
have one or two targets, always found in the direct vicinity of their own genes, show-
ing that they are local, specialized regulators that form local functional units with their
regulated genes. Horizontal gene transfer (HGT) is thought to shape the evolution of
these gene groups and their regulatory relationships and might be at the origin of
their differentiation from one another (16, 17).
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FIG 3 The XRE-cupin regulators are inhibitors of transcription. (A) Repartition of binding sites identified by
DAP-seq within target promoters. RNA polymerase binding sites were either inferred from experimentally
determined transcription start sites (44) or predicted using BPROM (45) if no data were available. The
transcription start site is shown as a black arrow, and the —10 and —35 boxes are shown as yellow rectangles.
(B) RNA-seq expression fold changes of target genes in regulator mutants compared to the wild-type strain.

Based on DAP-seq peaks, DNA-binding motifs could be generated for PsdR and
PauR, which have more than one binding site (Fig. S1). These motifs exhibit a palin-
dromic architecture, like the previously determined ErfA consensus (8), supporting
DNA binding of XRE-cupin TFs as dimers. Mutations introduced into the binding site
prevented PauR binding, further validating the inferred consensus (Fig. S1). Interestingly,
mutation of only half the palindromic sequence recognized by PsdR led to a faster mobility
fragment than that obtained with the wild-type sequence. This might correspond to the
binding of one monomer to the mutated probe and supports the model in which the
usual two-band shift observed with most XRE-cupin TFs corresponds to the binding of a
monomer (lower, fainter band) and of a dimer (higher, stronger band) at higher concentra-
tion (Fig. 4 and Fig. S1). The three determined binding consensus sequences are quite dif-
ferent, probably due to differences in the amino acid composition of their DNA-binding
interface observed among the TF family (Fig. S2). This supports their different DNA binding
preferences and regulon specificities, as no common targets were revealed for any of the
regulators.

Altogether, we defined the regulons of seven TFs, completing our knowledge of the
XRE-cupin TF family in P. aeruginosa (Fig. 5A). Our results show that all the members of
the family are inhibitors of transcription, most likely acting by occluding the promoter
and preventing RNA polymerase recruitment. Despite their common features (domain
architecture, local action, inhibitory function), each XRE-cupin TF targets specific regu-
lons without overlapping roles.

XRE-cupin TFs regulate specific metabolic pathways. To determine the functions
of each TF, we scrutinized the roles of their regulons in detail (Fig. 5A and B). That of
ErfA was already mentioned and encompasses the ergAB operon in PAO1, playing a pu-
tative role in amino acid or carbohydrate metabolism (8). PA0535 has only one target:
it inhibits the pauBT1 gene and potentially its own expression, the two genes being pre-
dicted as an operon (18) (Fig. 4A and Fig. 5A). PauB1 is one of the four redundant PauB
proteins, which are flavin adenine dinucleotide (FAD)-dependent oxidoreductases
working in the complex y-glutamylation pathway required for polyamine utilization in
P. aeruginosa (14, 19). Although expression of its gene was shown to be increased in
the presence of putrescine (20), PauB1 is required for cadaverine catabolism (14). We
thus identified PA0535 as the missing regulator of the yglutamylation pathway, most
of the genes being under the control of PauR, or BauR (19). Indeed, the key regulator
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FIG 4 RT-gPCR and EMSA confirm the genome-wide results. Selected TFs and targets were PA0535 and pauB1 (PA0534) (A), PA1359 and PA1360 (B),
PA1884 and PA1885 (C), PsdR and mdpA (PA4498) and dppA3 (PA4450) (D), PA4987 and PA4985-PA4986 (E), and PauR and davD (PA0265), PA1541 (by RT-
qPCR), and PA2776 (by EMSA) (F). (Upper left panels) Local RNA-seq read abundance fold changes in the corresponding mutants compared to parental
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annotation of XRE-cupin regulatory targets. COG functional annotations were retrieved from the PAO1 genome on the Pseudomonas database (18) for all
target genes.

PauR was shown to bind in vitro to eight sites and thus to potentially affect expression
of 18 genes (14). As mentioned above, our results confirmed all known DNA targets of
PauR, and RNA-seq provided further information concerning the extent of gene
expression perturbation resulting from the TF binding. Two previously reported PauR
binding sites were predicted to control the expression of six genes (14), while our ge-
nome-wide expression data show that they actually impact the expression of 13 genes,
pauAT1 and the spuABCDEFGH operon for one, and the two divergently transcribed two-
gene operons, pauC-PA5311 and gabT2-PA5314 for the other. Furthermore, we also

FIG 4 Legend (Continued)

strain. Red lines show the deleted region in the mutant strain. (Lower left panels) Local fold enrichments in the corresponding regulator obtained by DAP-
seq compared to negative controls. Target genes are shown as red arrows, genes encoding the studied TF as yellow arrows, and others as blue arrows.
Suspected autoregulation is denoted with dashed yellow-red arrows. (Upper right panels) RT-gPCR showing the regulation of the target genes in the
corresponding regulatory mutants and complemented strains. Experiments were performed in triplicates and normalized to the rpoD transcripts. Error bars
indicate the SD. Statistical significance was assessed using two-tailed t test (P value < 0.05 [*], 0.01 [**], or 0.001 [***]) and is shown against wild-type (WT)
strains for mutants and against mutants for complemented strains. (Lower right panels) EMSA on target binding sites. Recombinant XRE-cupin-His,,
proteins were incubated with 0.5nM Cy5-labeled probes for 15min before electrophoresis. For competition assays, excess of unlabeled probes (100 nM) is
denoted by +.
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extended the PauR regulon by identifying four additional binding sites, one located
upstream of the pauR gene, strongly supporting an autoregulation mechanism. Three
new identified targets were the PA3766 gene encoding a probable amino acid/poly-
amine transporter and two operons, davD-davT and PA1541-40, which we confirmed
by RT-gPCR (Fig. 4F). While PA7541 encodes a probable transporter, the DavD and
DavT proteins are enzymes involved in the conversion from 5-aminovalerate (AMV) to
glutarate (19). Cadaverine is converted into AMV through the glutamylation pathway,
showing that PauR regulation extends beyond this metabolic pathway to further
downstream steps. The PA1359 regulator negatively controls the expression of the
PA1360 gene (Fig. 4B), coding for a putative drug/metabolite transporter similar to
the threonine exporter RhtA in Escherichia coli (21). PA1884 has also only one tar-
get, the PA1885 gene (Fig. 4C), the product of which is a putative acyltransferase
with a GNAT (Gen5-related N-acetyltransferases) domain, which could either confer
antibiotic resistance or have potential metabolic functions. Even if PA71885 is pre-
dicted to be in an operon with the downstream polB gene (18), RNA-seq data indi-
cated no difference on this gene, excluding a control by the inhibitor and suggest-
ing the existence of a polB-specific promoter (Fig. 4C). The PsdR regulator was
already identified as the repressor of dppA3 and mdpA (12), involved in the uptake
and utilization of small peptides; our results complete the scheme by demonstrat-
ing that the control is direct and involves two binding sites surrounding the psdR
gene (Fig. 4D). DppA3 is a substrate-binding protein delivering tripeptides/dipepti-
des to the ABC transporter DppBCDF (22), and MdpA is a metallodipeptidase
involved in their processing (12). Finally, PA4987 has one binding site in the inter-
genic sequence of PA4985 and PA4986, downregulating expression of both genes as
confirmed by RT-qPCR (Fig. 4E). Although PA4984 is predicted to be in operon with
PA4985, we did not observe any effect on its expression (Fig. 4E). PA4986 is a putative
oxidoreductase, and PA4985 is a possible periplasmic spermidine/putrescine-binding
protein. Overall, the XRE-cupin regulators seem to regulate functions related to specific
amino acids or small-molecule uptake or processing (Fig. 5B).

Based on our knowledge of their different regulons, we attempted to further inves-
tigate the XRE-cupin TFs’ roles through two global phenotypic assays. We first took
advantage of the Galleria mellonella infection model frequently used to assess overall
bacterial fitness and virulence (23-25). No significant difference could be observed in
survival curves between larvae infected with wild-type and mutant strains (Fig. S3).
Therefore, the overexpression of genes regulated by the XRE-cupin family of repressors
did not provide P. aeruginosa any advantage or disadvantage in this simple animal
model. On the other hand, we assessed the strains’ antibiotic resistance to 24 different
clinically relevant antibiotics and again found no differences (Fig. S3). These results
reflect the specificity of the XRE-cupin regulators and their functional units toward pre-
cise conditions. Indeed, psdR inactivation was shown to increase growth fitness during
proteolytic growth in caseinate medium, as this provides the dipeptide substrates for
the derepressed dipeptides’ uptake and degradation (13). Also, mdpA expression is
induced in the presence of X-Pro dipeptides that might explain the faster growth in
their presence due to their higher metabolism (12). The fact that they do not affect fit-
ness in global phenotypic assays illustrates that TFs of this family, along with their tar-
get genes, are niche-specific functional units allowing the bacteria to detect and
respond to defined conditions.

To investigate the role of regulators under more specific conditions, in particular in
relation to polyamines, we performed growth assays in LB medium and M9 minimal
medium containing different carbon sources. While there were no differences in most
growth media (Fig. S4), we identified a growth advantage of the pauR mutant when
growing on putrescine and a growth defect of the PA0535 mutant when growing on -
arginine (Fig. 6). It thus appears that disinhibition of the yglutamylation pathway due
to the absence of PauR provides a growth advantage on putrescine, most probably
due to the presence of all necessary enzymes for putrescine catabolism, allowing a
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FIG 6 Growth of the strains deficient in XRE-cupin regulators on putrescine and arginine. Bacterial growth in M9 minimal
medium containing putrescine (A) or L-arginine (B) as carbon source. After overnight growth at 37°C in LB, bacteria were diluted
to an ODg,, of 0.02 and grown in 96-well plates at 37°C with agitation for 24 h. Cultures were performed in biological duplicates.

faster growth initiation. Additionally, PA0535 inhibits the expression of pauB1, encod-
ing one of four redundant PauB proteins involved in polyamine processing (20).
Interestingly, L-arginine can be used as precursor for the biosynthesis of polyamines
through the arginine decarboxylase (ADC) pathway (26), which suggests that PauB1
might play a role in the initiation of this pathway. Indeed, the overexpression of PauB1
in the PA0535 mutant could induce increased metabolic flux toward the ADC pathway
and thus reduce L-arginine availability for more efficient catabolic pathways such as
the arginine succinyltransferase (AST) pathway, thus explaining the growth defect of
the PA0535 mutant. Altogether, these results provide new insights into the functions
of XRE-cupin regulators and the complex y-glutamylation pathway.

It is hypothesized that XRE-cupin TFs are able to detect small signal molecules and
detach from their DNA-binding sites upon sensing in order to induce expression of the
target genes. PauR was indeed shown to be involved in the derepression of genes of
the yglutamylation pathway in the presence of putrescine and cadaverine (14). In
addition, the E. coli PauR homolog PuuR is known to dissociate from its binding site
upon direct sensing of putrescine (27). In the same line, mdpA expression was shown
to be induced in the presence of different dipeptides, probably sensed by PsdR (12). In
all these cases, the signals were metabolites that are part or the precursors of the regu-
lated metabolic pathways. The cupin domain in these regulators is predicted as a sig-
nal-sensing domain and thus could be responsible for the specific sensing of each reg-
ulon-related metabolite, as is often the case (28). The crystal structure of an XRE-cupin
regulator from Vibrio cholerae has been solved and shows a binding pocket in the
cupin domain with bound p-methionine (PDB ID 1Y9Q). The structure modelization of
all eight P. aeruginosa XRE-cupin regulators also led to the identification of specific
binding pockets in each cupin domain (Fig. S5). Similarly to what was found for their
DNA-binding interfaces (Fig. S2), each regulator exhibits a different amino acid compo-
sition inside this putative signal-sensing pocket. These variabilities at the two major
functional regions of the proteins explain the difference in DNA- and signal molecule-
binding preferences and may result from evolutionary processes involving HGT that
led to the multiplication and differentiation of these regulators.

XRE-cupin regulators are diverse and differently conserved between Pseudomonas
species. As XRE-cupin TFs seem to regulate small individual metabolic pathways that
could reflect the different environments encountered by the bacteria and their ability
to adapt, we assessed the conservation of this family across the Pseudomonas genus.
We first examined the conservation of the eight regulators studied here and found dif-
ferent conservation between Pseudomonas species (Fig. 7A). Interestingly, PA1359 and
PauR were conserved in nearly all strains, suggesting a more central role or ancestral
origin. The six other regulators are less conserved between strains and species. We can
notice that although PA2312 seems not to be active in the PAOT1 strain, its gene is con-
served within P. aeruginosa strains and is present in other species, underlining its phys-
iological importance. Here again, the conservation of the TFs and their regulatory
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FIG 7 Phylogenetic analysis of the conservation of the XRE-cupin regulatory family across the Pseudomonas genus. (A) Maximum-
likelihood phylogenetic tree of 503 Pseudomonas complete genomes. The tree was generated from the multiple alignment of the
concatenated sequences of 66 core genes for each strain with 100 bootstraps. The most represented species are delineated with
a colored background. The number of XRE-cupin proteins detected through the hidden Markov model search is shown as the
inner circle yellow-to-red heatmap. The outer circles show the results of homolog search by Reciprocal Best BLAST Hit search for
the eight regulators studied here. (B) Dot plot showing the distribution of number of XRE-cupin regulators per strain for each
species. Species represented by fewer than five strains are grouped in the “Others” column.

targets probably depends on the environments encountered by each species which might
require or not the associated metabolic functional units.

To apprehend the importance of these regulators, we investigated the presence of
other XRE-cupin TFs in all strains. Using all XRE-cupin sequences available on NCBI
(n=23,072) as the templates, we created and validated a hidden Markov model for the
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FIG 8 HMMER prediction of XRE-cupin regulators across the bacterial kihngdom. Repartition of the number of
predicted XRE-cupin regulators per genome. All 2,664 RefSeq representative complete bacterial genomes (>9.4
million unique protein sequences) were scanned using the XRE-cupin HMM and are shown in this figure across
40 different phylogenetic classes. Classes are sorted by increasing mean numbers of XRE-cupin regulators
identified. A total of 4,515 XRE-cupin regulators were identified with HMM scores of >100 and were counted in
this analysis.

automated detection of such regulators. The model was able to specifically detect all
XRE-cupin TFs in PAO1 (Fig. S6). Using this model, we screened nearly 3 million pro-
teins retrieved from all Pseudomonas complete genomes for the presence of XRE-cupin
regulators and identified 3,147 of them, with between zero and 10 present per strain,
depending on the strain or species (Fig. 7A and B). Some species were found with only
a few XRE-cupin TFs, fewer than two or three on average for some of them as, for
example, in Pseudomonas mendocina or P. stutzeri. This could reflect the fact that these
species are more niche specific and may not encounter a wide variety of environments
and thus need fewer of these optional metabolic response functional units. On the
other hand, species like P. aeruginosa, Pseudomonas protegens, or P. putida possess
around eight and up to 10 XRE-cupin regulators. All three of these species are known
for their versatility and capacity to adapt to a wide array of environmental conditions.
The total number of XRE-cupin regulators per strain often encompasses TFs other than
the eight studied here, showing that many more regulators of this family are present
across the Pseudomonas genus, probably associated with as many or more different
metabolic functional units. For instance, while only five of the eight TFs studied here
are conserved in P. putida, most strains of this species possess eight or nine XRE-cupin
TFs. Additionally, the search for XRE-cupin regulators across all representative com-
plete bacterial genomes identified such regulators in 31 out of 40 tested phylogenetic
classes (Fig. 8). Strains with relatively high numbers of XRE-cupin regulators, with up to
14 per strain, were found across Proteobacteria, Firmicutes, and Actinobacteria.
Altogether, this exemplifies the diversity of this family of TFs and shows that many spe-
cies or strains have evolved new functional units including new XRE-cupin regulators
to respond to the specific environmental niches they might encounter.

XRE-cupin regulators control neighboring enzyme-coding and metabolism-
related genes. Six out of the seven XRE-cupin TFs experimentally characterized here
regulate at least one gene adjacent to their own gene, forming local functional units.
To investigate whether the local target regulation is universal for XRE-cupin TFs across
the Pseudomonas genus, we first investigated the conservation of their neighboring
genes (Fig. 9A). We found a high conservation of regulator/regulated gene pairs, high-
lighting the local nature of these functional units and the fact that they are exchanged
by HGT as a group of genes between bacteria. To go further on the characterization of
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FIG 9 Gene synteny and genetic environment of the XRE-cupin regulators. (A) Conservation of XRE-cupin neighboring target
genes. Regulator-encoding genes are shown in yellow. Target genes are colored depending on how often they were found as
conserved neighbors of their associated XRE-cupin TF. (B) Histogram showing the proportion of the most represented (>2%)
GO functional annotations. Functional annotations were obtained from Pfam results of InterProScan search on 6,294 genes
neighboring XRE-cupin regulators from 503 Pseudomonas genomes. Two categories are shown in gray as they correspond to
the cycB gene, a conserved neighbor of pauR not regulated by PauR, and thus are not representing XRE-cupin regulatory
targets.

all XRE-cupin regulators, we assessed the functions of the neighbor genes of all 3,147
regulators identified in Pseudomonas here. Based on GO Term annotations of all 6,294
direct genetic neighbors, the vast majority of them encode either enzymes or small-
molecule transporters (Fig. 9B). This result strongly corroborates the fact that local
functional units comprising XRE-cupin regulators act as metabolic modules for the
response to the presence of specific metabolites.

DISCUSSION

In the present study, we characterized a family of eight TFs sharing the same do-
main architecture (XRE-cupin TFs) in P. aeruginosa and identified their regulatory
targets. The XRE-cupin family members are exclusive inhibitors of the transcription
of metabolism-related genes probably needed under defined, specific conditions.
The current model is that these TFs act as regulatory switches that keep the tran-
scription of their neighboring target genes down until their products are needed
for a given metabolic pathway. Upon sensing of the precursor metabolite of the
regulated pathway through their cupin domain, they disengage from the DNA in
order to allow transcription of the genes coding for enzymes or transporters that
will process the sensed molecule. This could include catabolism for nutrient source,
as seen for PsdR, or detoxification via export of sensed molecules, as predicted for
PA1359.

In most cases, the target genes were found located in the direct vicinity of the regu-
lator gene, revealing the local nature of these regulatory interactions. Neighbor regula-
tion is a common feature in bacteria, which has been explained by different models
(16, 29). Genes that are functionally related, including regulators and regulated targets,
tend to regroup together on the chromosome in order to be a complete functional
unit when transferred by HGT. Different types of neighbor regulation are known (16),
three of which were found in this study: simple neighbor regulation and coregulation
of neighbors in both cis and trans, with some instances of autoregulation. In all cases,
the total number of targets was small, allowing the formation of these local functional
units. The very specific functions of the XRE-cupin regulons explain the small number
of regulated genes and the fact that these units are local and probably easily transfer-
rable gene clusters.
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We found a high conservation of some of the studied TFs and their neighboring target
genes across the Pseudomonas genus. These functional units may have been exchanged
by HGT between bacteria that encounter similar environmental conditions. Additionally, a
large number of different XRE-cupin regulators, each associated with their specific genetic
neighborhood, were identified across the Pseudomonas genus. Out of the eight TFs stud-
ied here, none shared any common regulatory targets, and the two known sensed signals
(dipeptides and polyamines) are different. This is explained by differences found at both
DNA-binding and signal-sensing interfaces. Such differences are thought to happen
through evolution, after and during repurposing or duplication events, and explain the
presence of different XRE-cupin regulators in each species. The large number of this type
of regulator illustrates their ancestral nature and their importance as condition-specific,
transferrable means of metabolic diversification.

Pseudomonas species are famous for their wide metabolic versatility, encompassing
many condition-specific metabolic pathways (30). While the prediction of metabolism-
related functions works relatively well, experimental studies are still needed to pin-
point the exact pathways represented by uncharacterized genes. As illustrated by the
target genes found here which mostly have only predicted functions, there is still a
great need of phenotypic characterization of putative new metabolic pathways. Such
studies would complete our knowledge on the mode of action of the XRE-cupin family
of regulators and help understand both the function and sensed signals of this class of
TFs. We also believe that family-wide and interspecies studies of TFs should become
more common in order to be able to decipher global regulatory networks, especially in
bacteria where they are still scarce.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. The bacterial strains used in this study are listed in Table S1 in the supplemental
material. P. aeruginosa and E. coli strains were grown in lysogeny broth (LB) at 37°C under agitation
(300rpm). P. aeruginosa strains were selected on Pseudomonas isolation agar (PIA) plates. Antibiotics
were added when needed at the following concentrations: for P. aeruginosa, 200 ug/ml carbenicillin,
200 ng/ml gentamicin, and 200 wg/ml tetracycline; for E. coli, 100 ng/ml ampicillin, 50 wg/ml gentamicin,
and 10 ug/ml tetracycline.

For growth assays, after overnight growth at 37°C in LB, bacteria were diluted to an optical density
at 600 nm (ODy,) of 0.02 in 200 ul of LB or M9 minimal medium (48 mM Na,HPO,, 22 mM KH,PO,, 9 mM
NaCl, 19 mM NH,Cl) supplemented with 2mM MgSO,, 0.1 mM CaCl,, and different carbon sources with
equal concentrations of carbon ([C] = 66 mM): 0.2% glucose, 0.24% pyruvate, 0.28% acetate, 0.2%
Casamino Acids, 0.2% succinate, 0.27% putrescine, or 0.23% L-arginine. Growth in 96-well plates was
assessed by following the OD, using a microplate reader for 24 h at 37°C with agitation.

Plasmids and genetic manipulations. Plasmids and primers are listed in Tables S1 and S2, respec-
tively. For overproduction of recombinant His,,-tagged proteins, each gene sequence was amplified by
PCR using PAOT genomic DNA as a matrix and appropriate primer pairs and then integrated by
sequence- and ligation-independent cloning (SLIC) in pET-52b cut with Ncol-Sacl and sequenced.

To generate P. aeruginosa deletion mutants, upstream and downstream flanking regions of each
gene were amplified using appropriate primer pairs (sF1/sR1 and sF2/sR2 for each construct). The two
resulting, overlapping fragments were then cloned into Smal-cut pEXG2 by SLIC (31) and sequenced.

For complementation of PA1359, PA1884, PA4499, and PA5301 mutants, a fragment encompassing
the promoter (around 500 bp upstream from the start codon) and the CDS was amplified by PCR and
cloned by SLIC into the mini-CTX1 plasmid cut by Smal. When the gene was predicted as the second
gene of an operon (PA0535, PA2312, and PA4987) (18), the operon promoter was directly fused to the
regulator gene. To do so, two fragments were generated, the upstream fragment carrying around
500 bp upstream and the first 3 codons of the first gene of the operon and the second one carrying the
last few codons and the entire CDS of the gene of interest. Then, the two overlapping fragments were
cloned by SLIC in pEXG2 and sequenced.

All mini-CTX1- and pEXG2-derived plasmids were transferred by triparental mating into P. aerugi-
nosa, using the pRK600 helper plasmid. For allelic exchange, merodiploids resulting from cointegra-
tion events were selected on PIA plates containing gentamicin. Colonies were then plated on NaCl-
free LB agar plates containing 10% sucrose to select for the loss of plasmid. The resulting sucrose-re-
sistant strains were checked for gentamicin sensitivity, and the mutant genotypes were determined
by PCR. For complementation using mini-CTX1-derived plasmids, bacteria with an att site-inserted
plasmid were selected on PIA plates containing tetracycline, and then they were cured from the
mini-CTX1 backbone by excising the FLP recombination target (FRT) cassette with pFLP2 plasmid as
previously described (32).

Structure modeling. Protein sequences from the eight P. aeruginosa XRE-cupin TFs were aligned
against the RCSB Protein Data Bank (33) in order to find an experimentally obtained three-dimensional
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(3D) structure to use as a template for modeling. The 1.90-A 3D structure of an XRE-cupin transcription
factor from V. cholerae (PDB ID 1Y9Q) was used as the template as it permitted the best modeling confi-
dence using the SWISS-MODEL tool (34).

Protein purification. All the pET-52b plasmids were transformed into E. coli BL21 Star(DE3). For pro-
tein overproduction, overnight cultures were diluted to an OD,, of 0.05 in LB medium containing
100 wg/ml ampicillin, and expression was induced at an OD,,, of 0.6 with 1 mM IPTG. After 3 h of growth
at 37°C, bacteria were harvested by centrifugation at 6,000 x g for 10 min at 4°C and resuspended in L
buffer (25 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 10 mM imidazole, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF], 5%
glycerol, pH 8, containing Roche protease inhibitor cocktail). Bacteria were then lysed by sonication.
After centrifugation at 66,500 x g for 30 min at 4°C, the soluble fraction was directly loaded onto a 1-ml
nickel column (Protino Ni-nitrilotriacetic acid [NTA]; Macherey-Nagel). The column was washed with
wash buffer (50 mM Tris-HCl, 500 MM NaCl, 5% glycerol, pH 8) containing increasing imidazole concen-
trations (20, 40, and 60 mM), and proteins were eluted with 200 mM imidazole. Aliquots from the peak
protein fractions were analyzed by SDS-PAGE, and the fractions containing the proteins of interest were
pooled and dialyzed against ErfA buffer (50 mM Tris-HCI, 250 mM NaCl, 50 mM KCl, 10% glycerol, 0.5%
Tween20, pH 7).

DAP-seq experimental procedure, sequencing, and data analysis. DAP-seq was carried out in
triplicates on PAO1 genomic DNA exactly as previously described (8). Sequencing was performed by the
high-throughput sequencing core facility of 12BC (http://www.i2bc.paris-saclay.fr) using an Illlumina
NextSeq500 instrument. Approximately 8 million single-end reads per sample were generated on aver-
age with >90% of reads uniquely aligning to the PAO1 genome. Data analysis was performed as previ-
ously described (8). Briefly, peaks were generated with MACS2 (35) for each replicate against a pool of
the three control samples (with g value of <0.05), and peaks present in all three replicates were selected
for further analysis.

RNA isolation. P. aeruginosa strains were grown from overnight cultures diluted to an ODg,, of 0.1
in 3ml of fresh LB medium at 37°C under agitation in duplicate. Total RNA was isolated at an ODy,, of
1.0 using hot phenol-chloroform extraction as previously described (8).

RNA-seq library construction, sequencing, and data analysis. After RNA isolation and DNase
treatment, RNA sample quality was assessed on an Agilent Bioanalyzer, yielding RNA integrity numbers
(RINs) of 9 or higher. Then, rRNAs were depleted using the RiboMinus transcriptome isolation kit
(ThermofFisher) following manufacturer instructions. The cDNA libraries were then constructed from
50 ng of depleted RNA using the NEBNext Ultra Il directional RNA library prep kit following manufacturer
instructions (New England Biolabs [NEB]). Libraries were size-selected to 200 to 700 bp using SPRIselect
beads, and quality was assessed on the Agilent Bioanalyzer using high-sensitivity DNA chips. Sequencing
was done on an lllumina NextSeq500, and approximately 12 million single-end reads per sample were gener-
ated. Data analysis was performed as previously described (8).

RT-qPCR. After total RNA isolation and DNase treatment, cDNA synthesis was carried out using 2 ug
of RNA as previously described (8). The experiments were performed with 3 biological replicates for
each strain, and the relative expression of mMRNAs was analyzed with the CFX Manager software (Bio-
Rad) using the Pfaffl method relative to rpoD reference quantification cycle (c) values. Statistical analy-
ses were performed by two-tailed t test. The sequences of primers are listed in Table S2 in the supple-
mental material.

Electrophoretic mobility shift assay. Genomic DNA was used as a matrix to generate wild-type
sequence probes. To amplify probes bearing mutagenized binding sites, three different matrices were
created: the one with a mutated binding site in P,,;, resulted from the fusion of two overlapping frag-
ments generated by primer pairs pEXG2-mut-PA0534-BS-sF1/sR1 and pEXG2-mut-PA0534-BS-sF2/sR2.
PCR fragments with modified binding sites in P,,,,,, and P, ,,, were produced by using primer pairs
CTX-PA2776-lacZ-sF/PA2776-mut-lacZ-sR and CTX-mdpA-lacZ-sF/mdAmut-lacZ sR, respectively. Then, all
fluorescent DNA probes were generated by PCR in two steps: a first PCR using specific primer pairs
amplified the target DNA regions (83 to 96 bp) flanked by a 21-bp region which is targeted in a second
PCR by a single Cy5-labeled primer. The resulting labeled probes were purified on DNA cleanup columns
(NEB) and then incubated at 0.5 nM for 5 min at 37°C in EMSA buffer (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 10 mM
MgCl,, 10% glycerol, 0.1 mg/ml bovine serum albumin [BSA], pH 8) containing 25 ng/ul poly(dl-dC). For
competition assays, 100 nM unlabeled DNA probes (200-fold excess) were incubated with the labeled
probes. Recombinant proteins were added at the indicated concentration in a final reaction volume of
20 ul and incubated for an additional 15 min at 25°C. Samples were then loaded on a native 8% Tris-ace-
tate-EDTA (TAE) polyacrylamide gel and run at 100 V and 4°C in cold 1x TAE buffer. Fluorescence imag-
ing was performed using a ChemiDoc MP.

Galleria mellonella infection assay. G. mellonella larva infections were performed as previously
described (8). Animals injected with sterile phosphate-buffered saline (PBS) served as a control for
physical trauma. CFU for each dilution were systematically counted from the insulin pen and were
7 =1 CFU per injection. Twenty larvae were injected per condition. Infection development was fol-
lowed for 24 h at 37°C, and the animals were considered dead when not reacting to touch. Strains
were independently randomized and blinded, ensuring no bias in CFU spotting and counting, and
in animal death counting, which was also done by a different person. Statistical significance was
assessed using a log rank test.

Antibiotic resistance screening. Antimicrobial susceptibility was assessed by broth microdilution
using the automated BD Phoenix system (Becton, Dickinson, France) according to the manufacturers’
recommendations. In brief, colonies were suspended in BD Phoenix ID broth to obtain approximately a
0.5 McFarland (1.5 x 108-CFU/ml) suspension. Broth was then placed on a BD Phoenix AP system that

January/February 2021 Volume 6 Issue 1 e00753-20

MSystems’

msystems.asm.org

14



The XRE-Cupin Inhibitor Family of Pseudomonas @Sysfems@

automatically adjusts the optical density and further dilutes the bacterial suspension in BD Phoenix AST
broth (a cation-adjusted formulation of Mueller-Hinton broth containing 0.01% Tween 80) to obtain a
final bacterial concentration in the AST broth of approximately 5 x 10° CFU/ml. A redox indicator was
then added to the AST broth. Inoculated AST broth was then poured into a BD Phoenix NMIC-417 panel,
loaded into the BD Phoenix M50 instrument, and incubated at 35°C = 1°C. Results were interpreted by
the BD EpiCenter system according to CASFM-EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) 2019 V1 breakpoints.

Phylogenetic analysis and XRE-cupin identification. All Pseudomonas complete genomes (n=503)
were retrieved from the Pseudomonas Genome Database (18). The sequences from 66 core genes were
concatenated for each genome, and a multiple alignment was performed with MAFFT Galaxy version
7.221.3 (36) using default settings. The resulting alignment was used to build a maximum-likelihood
phylogenetic tree using MEGA X with 100 bootstraps which was visualized and annotated using iTOL v5
(37, 38). XRE-cupin homolog identification was performed by Reciprocal Best BLAST Hit (RBBH) analysis
(39) on the European Galaxy server (40) using protein sequences from P. aeruginosa PAO1 against all
protein sequences from the other 502 genomes.

For XRE-cupin identification, the ErfA protein sequence was used to retrieve all protein sequen-
ces (n=23,072) with an XRE-cupin domain architecture (HTH_3 and Cupin_2) from the NCBI
Conserved Domain Architecture Retrieval Tool (41). A multiple alignment was performed on these
sequences using MAFFT Galaxy version 7.221.3 (36) with default settings. The resulting alignment
was used to build a hidden Markov model (HMM) using hmmbuild from HMMER (42). All 2,862,589
protein sequences from the 503 Pseudomonas genomes were then scanned through the model
using hmmscan from HMMER (42). A bimodal distribution of HMMER scores could be observed,
which led to the determination of a true-positive XRE-cupin threshold (HMMER score >100), which
was validated by functional prediction from both sides (Fig. S6). All proteins above this threshold
(n=3,147) were considered XRE-cupin regulators.

For XRE-cupin identification across phylogenetic classes, all RefSeq representative complete bacterial
genomes were retrieved from NCBI (n =2,664) and their protein sequences (>9.4 million unique sequen-
ces) were scanned through the XRE-cupin model using hmmscan from HMMER (42).

Genetic neighbor functional prediction. Gene IDs from all proteins matching the HMM were used
to identify the direct upstream and downstream neighbor genes from all 503 genome annotation files
using Python 3.7. The corresponding 6,294 protein sequences were then used for functional prediction
analysis using the InterProScan functional prediction tool (43). GO annotations associated with Pfam pre-
dicted functions were then used for functional prediction.

Data availability. RNA-seq and DAP-seq data files have been deposited in National Center for
Biotechnology Information's Gene Expression Omnibus (GEO) and can be accessed through GEO Series
accession numbers GSE155521 and GSE155522, respectively.

SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental material is available online only.
FIG S1, TIF file, 1.1 MB.

FIG S2, TIF file, 1.5 MB.

FIG S3, TIF file, 0.7 MB.

FIG S4, TIF file, 1.8 MB.
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TABLE S2, PDF file, 0.5 MB.
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TABLE S4, XLSX file, 0.1 MB.

ACKNOWLEDGMENTS

We are grateful to Peter Panchev, Yvan Caspar, Eric Faudry, and Viviana Job for their
help with G. mellonella experiments, antibiotic resistance assays, biochemistry, and
structural modeling advice, respectively.

This work was supported by grants from Agence Nationale de la Recherche [ANR-15-
CE11-0018-01], the Laboratory of Excellence GRAL financed within the Grenoble Alpes
University graduate school (Ecoles Universitaires de Recherche) CBH-EUR-GS [ANR-17-
EURE-0003], and the Fondation pour la Recherche Medicale [Team FRM 2017,
DEQ20170336705]. Julian Trouillon received a Ph.D. fellowship from the French
Ministry of Education and Research. We further acknowledge support from CNRS,
INSERM, CEA, and Grenoble Alpes University.

We declare no competing financial interests.

January/February 2021 Volume 6 Issue 1 e00753-20 msystems.asm.org 15



Trouillon et al.

MSystems’

Conceived and designed the experiments: J.T.,, I.A., S.E. Performed the experiments:
JT., MR, V.S, SE. Analyzed the data: J.T., LA, S.E. Wrote the initial draft: J.T., S.E.
Manuscript finalization: J.T., A, S.E.

REFERENCES

1

January/February 2021

. Ulrich LE, Koonin EV, Zhulin IB. 2005. One-component systems dominate

signal transduction in prokaryotes. Trends Microbiol 13:52-56. https://doi
.0rg/10.1016/j.tim.2004.12.006.

. Sanchez |, Hernandez-Guerrero R, Mendez-Monroy PE, Martinez-Nunez

MA, Ibarra JA, Perez-Rueda E. 2020. Evaluation of the abundance of DNA-
binding transcription factors in prokaryotes. Genes (Basel) 11:52. https://
doi.org/10.3390/genes11010052.

. Stover CK, Pham XQ, Erwin AL, Mizoguchi SD, Warrener P, Hickey MJ,

Brinkman FS, Hufnagle WO, Kowalik DJ, Lagrou M, Garber RL, Goltry L,
Tolentino E, Westbrock-Wadman S, Yuan Y, Brody LL, Coulter SN, Folger
KR, Kas A, Larbig K, Lim R, Smith K, Spencer D, Wong GK, Wu Z, Paulsen IT,
Reizer J, Saier MH, Hancock RE, Lory S, Olson MV. 2000. Complete genome
sequence of Pseudomonas aeruginosa PAO1, an opportunistic pathogen.
Nature 406:959-964. https://doi.org/10.1038/35023079.

. Rodrigue A, Quentin Y, Lazdunski A, Mejean V, Foglino M. 2000. Two-com-

ponent systems in Pseudomonas aeruginosa: why so many? Trends
Microbiol 8:498-504. https://doi.org/10.1016/s0966-842x(00)01833-3.

. Galan-Vasquez E, Luna B, Martinez-Antonio A. 2011. The regulatory net-

work of Pseudomonas aeruginosa. Microb Inform Exp 1:3. https://doi.org/
10.1186/2042-5783-1-3.

. Huang H, Shao X, Xie Y, Wang T, Zhang Y, Wang X, Deng X. 2019. An inte-

grated genomic regulatory network of virulence-related transcriptional
factors in Pseudomonas aeruginosa. Nat Commun 10:2931. https://doi
.0rg/10.1038/541467-019-10778-w.

. Rajeev L, Garber ME, Mukhopadhyay A. 2020. Tools to map target genes

of bacterial two-component system response regulators. Environ Micro-
biol Rep 12:267-276. https://doi.org/10.1111/1758-2229.12838.

. Trouillon J, Sentausa E, Ragno M, Robert-Genthon M, Lory S, Attree |,

Elsen S. 2020. Species-specific recruitment of transcription factors dictates
toxin expression. Nucleic Acids Res 48:2388-2400. https://doi.org/10.1093/
nar/gkz1232.

. Wood HE, Devine KM, McConnell DJ. 1990. Characterisation of a repressor

gene (xre) and a temperature-sensitive allele from the Bacillus subtilis pro-
phage, PBSX. Gene 96:83-88. https://doi.org/10.1016/0378-1119(90)90344-Q.

. Ohlendorf DH, Anderson WF, Lewis M, Pabo CO, Matthews BW. 1983.

Comparison of the structures of cro and lambda repressor proteins from
bacteriophage lambda. J Mol Biol 169:757-769. https://doi.org/10.1016/
$0022-2836(83)80169-7.

. Dunwell JM, Purvis A, Khuri S. 2004. Cupins: the most functionally diverse

protein superfamily? Phytochemistry 65:7-17. https://doi.org/10.1016/j
.phytochem.2003.08.016.

. Kiely PD, O'Callaghan J, Abbas A, O'Gara F. 2008. Genetic analysis of genes

involved in dipeptide metabolism and cytotoxicity in Pseudomonas aeru-
ginosa PAO1. Microbiology (Reading) 154:2209-2218. https://doi.org/10
.1099/mic.0.2007/015032-0.

. Asfahl KL, Walsh J, Gilbert K, Schuster M. 2015. Non-social adaptation

defers a tragedy of the commons in Pseudomonas aeruginosa quorum
sensing. ISME J 9:1734-1746. https://doi.org/10.1038/ismej.2014.259.

. Chou HT, Li JY, Peng YC, Lu CD. 2013. Molecular characterization of PauR

and its role in control of putrescine and cadaverine catabolism through
the gamma-glutamylation pathway in Pseudomonas aeruginosa PAOT1. J
Bacteriol 195:3906-3913. https://doi.org/10.1128/JB.00275-13.

. Bartlett A, O'Malley RC, Huang SC, Galli M, Nery JR, Gallavotti A, Ecker JR.

2017. Mapping genome-wide transcription-factor binding sites using
DAP-seq. Nat Protoc 12:1659-1672. https://doi.org/10.1038/nprot.2017
.055.

. Hershberg R, Yeger-Lotem E, Margalit H. 2005. Chromosomal organiza-

tion is shaped by the transcription regulatory network. Trends Genet
21:138-142. https://doi.org/10.1016/j.tig.2005.01.003.

. Price MN, Dehal PS, Arkin AP. 2008. Horizontal gene transfer and the evo-

lution of transcriptional regulation in Escherichia coli. Genome Biol 9:R4.
https://doi.org/10.1186/gb-2008-9-1-r4.

. Winsor GL, Griffiths EJ, Lo R, Dhillon BK, Shay JA, Brinkman FS. 2016.

Enhanced annotations and features for comparing thousands of Pseudo-
monas genomes in the Pseudomonas genome database. Nucleic Acids
Res 44:D646-D653. https://doi.org/10.1093/nar/gkv1227.

€00753-20

Volume 6 Issue 1

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32

33.

34,

35.

. Luengo JM, Olivera ER. 2020. Catabolism of biogenic amines in Pseudo-

monas species. Environ Microbiol 22:1174-1192. https://doi.org/10.1111/
1462-2920.14912.

Chou HT, Kwon DH, Hegazy M, Lu CD. 2008. Transcriptome analysis of
agmatine and putrescine catabolism in Pseudomonas aeruginosa PAO1. J
Bacteriol 190:1966-1975. https://doi.org/10.1128/JB.01804-07.

Livshits VA, Zakataeva NP, Aleshin VV, Vitushkina MV. 2003. Identification
and characterization of the new gene rhtA involved in threonine and
homoserine efflux in Escherichia coli. Res Microbiol 154:123-135. https://
doi.org/10.1016/50923-2508(03)00036-6.

Pletzer D, Lafon C, Braun Y, Kohler T, Page MG, Mourez M, Weingart H.
2014. High-throughput screening of dipeptide utilization mediated by
the ABC transporter DppBCDF and its substrate-binding proteins DppA1-
A5 in Pseudomonas aeruginosa. PLoS One 9:e111311. https://doi.org/10
.1371/journal.pone.0111311.

Tsai CJ, Loh JM, Proft T. 2016. Galleria mellonella infection models for the
study of bacterial diseases and for antimicrobial drug testing. Virulence
7:214-229. https://doi.org/10.1080/21505594.2015.1135289.

Andrejko M, Zdybicka-Barabas A, Cytrynska M. 2014. Diverse effects of
Galleria mellonella infection with entomopathogenic and clinical strains
of Pseudomonas aeruginosa. J Invertebr Pathol 115:14-25. https://doi
.0rg/10.1016/j.,jip.2013.10.006.

Hernandez RJ, Hesse E, Dowling AJ, Coyle NM, Feil EJ, Gaze WH, Vos M.
2019. Using the wax moth larva Galleria mellonella infection model to
detect emerging bacterial pathogens. Peer) 6:e6150. https://doi.org/10
.7717/peerj.6150.

Yang Z, Lu CD. 2007. Functional genomics enables identification of genes
of the arginine transaminase pathway in Pseudomonas aeruginosa. J Bac-
teriol 189:3945-3953. https://doi.org/10.1128/JB.00261-07.

Nemoto N, Kurihara S, Kitahara Y, Asada K, Kato K, Suzuki H. 2012. Mecha-
nism for regulation of the putrescine utilization pathway by the transcrip-
tion factor PuuR in Escherichia coli K-12. J Bacteriol 194:3437-3447.
https://doi.org/10.1128/JB.00097-12.

Fernandez-Lopez R, Ruiz R, de la Cruz F, Moncalian G. 2015. Transcription
factor-based biosensors enlightened by the analyte. Front Microbiol
6:648. https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.00648.

Lawrence JG. 2003. Gene organization: selection, selfishness, and seren-
dipity. Annu Rev Microbiol 57:419-440. https://doi.org/10.1146/annurev
.micro.57.030502.090816.

Silby MW, Winstanley C, Godfrey SA, Levy SB, Jackson RW. 2011. Pseudo-
monas genomes: diverse and adaptable. FEMS Microbiol Rev 35:652-680.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2011.00269.x.

Li MZ, Elledge SJ. 2007. Harnessing homologous recombination in vitro
to generate recombinant DNA via SLIC. Nat Methods 4:251-256. https://
doi.org/10.1038/nmeth1010.

Hoang TT, Karkhoff-Schweizer RR, Kutchma AJ, Schweizer HP. 1998. A
broad-host-range Flp-FRT recombination system for site-specific excision
of chromosomally-located DNA sequences: application for isolation of
unmarked Pseudomonas aeruginosa mutants. Gene 212:77-86. https:/
doi.org/10.1016/50378-1119(98)00130-9.

Burley SK, Berman HM, Bhikadiya C, Bi C, Chen L, Di Costanzo L, Christie C,
Dalenberg K, Duarte JM, Dutta S, Feng Z, Ghosh S, Goodsell DS, Green RK,
Guranovic V, Guzenko D, Hudson BP, Kalro T, Liang Y, Lowe R, Namkoong
H, Peisach E, Periskova I, Prlic A, Randle C, Rose A, Rose P, Sala R, Sekharan
M, Shao C, Tan L, Tao Y-P, Valasatava Y, Voigt M, Westbrook J, Woo J,
Yang H, Young J, Zhuravleva M, Zardecki C. 2019. RCSB Protein Data
Bank: biological macromolecular structures enabling research and educa-
tion in fundamental biology, biomedicine, biotechnology and energy.
Nucleic Acids Res 47:D464-D474. https://doi.org/10.1093/nar/gky1004.
Biasini M, Bienert S, Waterhouse A, Arnold K, Studer G, Schmidt T, Kiefer F,
Gallo Cassarino T, Bertoni M, Bordoli L, Schwede T. 2014. SWISS-MODEL:
modelling protein tertiary and quaternary structure using evolutionary
information. Nucleic Acids Res 42:W252-W258. https://doi.org/10.1093/
nar/gku340.

Zhang Y, Liu T, Meyer CA, Eeckhoute J, Johnson DS, Bernstein BE,
Nusbaum C, Myers RM, Brown M, Li W, Liu XS. 2008. Model-based analysis

msystems.asm.org 16



The XRE-Cupin Inhibitor Family of Pseudomonas

36.

37.

38.

39.

40.

41.

January/February 2021

of ChIP-Seq (MACS). Genome Biol 9:R137. https://doi.org/10.1186/gb
-2008-9-9-r137.

Katoh K, Standley DM. 2013. MAFFT multiple sequence alignment soft-
ware version 7: improvements in performance and usability. Mol Biol Evol
30:772-780. https://doi.org/10.1093/molbev/mst010.

Kumar S, Stecher G, Li M, Knyaz C, Tamura K. 2018. MEGA X: molecular ev-
olutionary genetics analysis across computing platforms. Mol Biol Evol
35:1547-1549. https://doi.org/10.1093/molbev/msy096.

Letunic I, Bork P. 2019. Interactive Tree Of Life (iTOL) v4: recent updates
and new developments. Nucleic Acids Res 47:W256-W259. https://doi
.org/10.1093/nar/gkz239.

Cock PJ, Chilton JM, Gruning B, Johnson JE, Soranzo N. 2015. NCBI
BLAST+ integrated into Galaxy. Gigascience 4:39. https://doi.org/10
.1186/513742-015-0080-7.

Jalili V, Afgan E, Gu Q, Clements D, Blankenberg D, Goecks J, Taylor J,
Nekrutenko A. 2020. The Galaxy platform for accessible, reproducible and
collaborative biomedical analyses: 2020 update. Nucleic Acids Res
48(W1):W395-W402. https://doi.org/10.1093/nar/gkaa434.
Marchler-Bauer A, Derbyshire MK, Gonzales NR, Lu S, Chitsaz F, Geer LY,
Geer RC, He J, Gwadz M, Hurwitz DI, Lanczycki CJ, Lu F, Marchler GH, Song

Volume 6 Issue 1 e00753-20

42.

43.

44,

45,

MSystems’

JS, Thanki N, Wang Z, Yamashita RA, Zhang D, Zheng C, Bryant SH. 2015.
CDD: NCBI's conserved domain database. Nucleic Acids Res 43:D0222-D226.
https://doi.org/10.1093/nar/gku1221.

Potter SC, Luciani A, Eddy SR, Park Y, Lopez R, Finn RD. 2018. HMMER web
server: 2018 update. Nucleic Acids Res 46:W200-W204. https://doi.org/10
.1093/nar/gky448.

Jones P, Binns D, Chang HY, Fraser M, Li W, McAnulla C, McWilliam H,
Maslen J, Mitchell A, Nuka G, Pesseat S, Quinn AF, Sangrador-Vegas A,
Scheremetjew M, Yong SY, Lopez R, Hunter S. 2014. InterProScan 5: ge-
nome-scale protein function classification. Bioinformatics 30:1236-1240.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu031.

Waurtzel O, Yoder-Himes DR, Han K, Dandekar AA, Edelheit S, Greenberg
EP, Sorek R, Lory S. 2012. The single-nucleotide resolution transcriptome
of Pseudomonas aeruginosa grown in body temperature. PLoS Pathog 8:
€1002945. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002945.

Salamov VSA, Solovyevand A. 2011. Automatic annotation of microbial
genomes and metagenomic sequences, p 61-78. In Li RW (ed), Metage-
nomics and its applications in agriculture, biomedicine and environmen-
tal studies. Nova Science Publishers, Hauppauge, NY.

msystems.asm.org 17



B COMMUNICATIONS

Communications scientifiques :

* Octobre 2021 - Groupement de recherche Pseudomonas : Présentation orale

* Mars 2022 - Groupe de Régional de Recherche en Microbiologie des Interactions : Pré-

sentation orale

* Juin 2023 - Journée de I'Institut de Biologie Structurale de Grenoble : Présentation flash

et poster

* Février 2023 - Journée scientifique Bacto-Gre : Présentation orale

B COMMUNICATIONS 223




),

jbs

Institut de Biologie Structurale

Two-component systems of Pseudomonas aeruginosa
From a large-scale scale to targeted approaches
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Pseudomonas aeruginosa (Pa) has one of the most complex bacterial regulatory networks, which is largely
responsible for the high adaptability of this opportunistic human pathogen.

Two-component systems (TCSs) play a major role in these networks: they allow bacteria to perceive and adapt to
physicochemical changes in their environment. TCSs generally consist of two partners communicating by phosphate
transfer: a histidine kinase (HK) which detects the signal and transmits it to the response regulator (RR) which is " .
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Regulatory network of Pseudomonas aeruginosa (Pa)

often a transcription factor.

Particularly numerous in Pa (62 HKs and 73 RRs in PAO1, the reference strain), TCSs are highly studied because © . .\
of their importance in antibiotic resistance and virulence. However, our knowledge of the signals they detect and the .

genes they regulate is largely incomplete. A recent study conducted by our team used the DAP-seq (DNA Affinity .
Purification-sequencing) technique to determine in vitro the set of binding sites for 55 Pa RRs on the genomes of 3 o] e
strains belonging to the 3 main phylogenetic groups.!
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RESUME

Explorations ciblées des systémes de régulation a deux composants Agt, Roc et Cus de
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste humain responsable notamment d’in-
fections nosocomiales. Cette bactérie est capable de s’adapter a large éventail de conditions
environnementales en partie grace a un réseau de régulation génétique particulierement éla-
boré. Parmi les acteurs de ce réseau, les systémes de régulation a deux composants (TCS)
jouent un role clé dans I'adaptation de la physiologie cellulaire aux signaux extérieurs. Ces
systemes consistent typiquement en l’association de deux protéines communiquant par trans-
fert de phosphate : une histidine kinase (HK) et un régulateur de réponse (RR). La HK joue
le role de senseur membranaire et active un RR partenaire qui est généralement un facteur de
transcription capable de se fixer a 'TADN pour modifier la transcription des genes. Récemment,
I'ensemble des sites de fixation des RRs contenant un domaine de liaison a ’ADN de P aerugi-
nosa ont été déterminés par la méthode de DAP-seq (DNA affinity purification and sequencing).
Ce travail de these s’appuie sur 'analyse de ces données qui a permis de sélectionner trois RRs
afin de mener des études ciblées : AgtR, PA4080 et CusR. Les travaux menés sur AgtR suggerent
que ce RR pourrait étre impliqué dans la formation de biofilm mais ont échoué a identifier de
nouvelles cibles pour ce systéeme. L'étude de PA4080 a permis de I'identifier comme étant le
RR manquant du systeme Roc impliqué dans I'activation de 'opéron cupB . L'analyse par géno-
mique comparative de ce systéme dans les différentes lignées de P aeruginosa a mis en évidence
la diversité de ce réseau. L'étude de CusR, un RR acquis par transfert horizontal de géne dans
certaines souches, a révélé son implication dans ’homéostasie du cuivre en démontrant 'inté-
gration de ce systeme et de son régulon dans le réseau de régulation endogene.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, systemes de régulation a deux composants, régulation
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Targeted explorations of the two-component regulatory systems Agt, Roc et Cus of
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen responsible in particular for noso-
comial infections. This bacterium is able to adapt to a wide range of environmental conditions
partly thanks to a particularly elaborate genetic regulatory network. Among the actors of this
network, two-component regulatory systems (TCS) play a key role in adapting cellular phy-
siology to external signals. These systems typically consist of the association of two proteins
communicating by phosphate transfer : a histidine kinase (HK) and a response regulator (RR).
The HK acts as a membrane sensor and activates a partner RR, which is generally a transcrip-
tion factor able to bind DNA to modify gene transcription. Recently, all the binding sites of RRs
containing a DNA-binding domain in P aeruginosa were determined using the DAP-seq (DNA
affinity purification and sequencing) method. This PhD work is based on the analysis of these
data, which allowed three RRs to be selected for targeted studies : AgtR, PA4080 and CusR.
Work on AgtR suggested that this RR might be involved in biofilm formation but failed to iden-
tify new targets for this system. The study of PA4080 identified it as the missing RR in the Roc
system involved in activation of the cupB operon. Comparative genomic analysis of this system
in different P aeruginosa lineages highlighted the diversity of this network. The study of CusR,
a RR acquired by horizontal gene transfer in certain strains, revealed its involvement in copper
homeostasis by demonstrating the integration of this system and its regulon into the endoge-
nous regulatory network.

Key words : Pseudomonas aeruginosa, two-component regulatory systems, regulation



