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Résumé

Depuis la découverte de la pénicilline en 1928, les antibiotiques sont devenus le
traitement antibactérien le plus efficace dans la lutte contre les infections bactériennes.
Toutefois, la découverte de chaque nouvel antibiotique s’est toujours soldée par
I’apparition d’un phénoméne de résistance 3 celui-ci, dii & 'impressionnante adaptabilité
bactérienne (Clatworthy et al., 2007).

Les antibiotiques tuent ou inhibent la croissance des bactéries en ciblant des
composants propres aux procaryotes tels que la paroi bactérienne, la réplication de ’ADN
ou la synthése ribosomale. Ce mécanisme d’action géncre une pression sélective
favorisant la survie de bactéries résistantes, Idéalement, les futurs traitements
antibactériens devraient limiter le phénoméne de pression sélective. Dans ce but, cibler
non pas la croissance bactérienne mais plutot I’expression de la virulence ou I’interaction
hdte-pathogéne devient une avenue plus prometteuse. Ainsi, la diminution de I’effet
pathogéne des bactéries permettrait au systeme immunitaire de les éliminer efficacement
et sans dommage pour I’héte.

Les systtmes de communication intercellulaire permettent aux bactéries de se
synchroniser dans I’expression de nombreux facteurs en fonction de leur densité de
population. Ceux-ci font donc partie des cibles les plus intéressantes pour lutter contre les
pathogeénes bactériens, puisqu’ils régulent généralement ’expression de leur virulence
sans affecter leur croissance. I est donc fondamental de cerner précisément le
fonctionnement de ces systémes de communication afin d’élaborer des stratégies fines
pour les inhiber efficacement.

La présente thése porte sur I’étude approfondie des trois systémes de
communication intercellulaire chez la bactérie Pseudomonas aeruginosa. Dans le premier
chapitre, les systémes Las et Rhl seront présentés, ainsi que les contributions personnelles
que j’ai apportées pour une meilleure compréhension de leur interaction. Les deux autres
chapitres portent sur le troisiéme systtme de communication découvert chez P.
aeruginosa, et appelé MvfR-PQS. Dans un premier temps, j’apporte des précisions

importantes sur les voies de biosynthése des molécules-signal, appelées les 4-hydroxy-2-



alkylquinolines ou HAQ, impliquées dans ce nouveau systéme. Dans un second temps, je
résume les connaissances apportées sur 1’étude d’une protéine, nommée PgsE, jouant un

role fondamental dans 1’expression des facteurs de virulence contrdlés par ce systéme.
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HHQ 4-hydroxy-2-heptylquinoline
High performance liquid chromatography — mass spectrometer
Spectre de masse couplé a un appareil de chromatographie en phase liquide
HPLC-MS haute performance
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L-Phe Phénylalanine lévogyre
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Qs Quorum sensing
pm Rotations par minute
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SDS Sodium Dodecyl Sulfate
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Tyr Tyrosine
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Mise en contexte

Pseudomonas aeruginosa est une Y-protéobactérie que 1’on retrouve de maniére
ubiquitaire dans de nombreuses niches écologiques, telles que les sols et les milieux
aquatiques ainsi que chez les plantes et les animaux. Cette grande diversité d’habitats
témoigne de son aptitude s’adapter rapidement et efficacement aux conditions
environnementales auxquelles elle est soumise (Holloway, 1969). Cette grande faculté
d’adaptation fait également de P. aeruginosa un redoutable pathogéne opportuniste
(Smith & Iglewski, 2003).

Les pathogeénes bactériens infectent un grande diversité d’hétes distincts, retrouvés
tant dans le régne végétal qu’animal (Rahme er al., 1995). Bien que trés différents les uns
des autres, ils possédent néanmoins tous certaines particularités communes telles que les
facultés de colonisation de I’héte, I’exploitation de ses ressources nutritives ainsi que des
défenses spécifiques contre celui-ci (Rahme et al., 2000). Toutes ces aptitudes nécessitent
de nombreux facteurs de virulence propres a chaque pathogéne.

P. aeruginosa est connue pour infecter non seulement les plantes mais également
les insectes, les nématodes et les mammiferes (Rahme ez al., 2000). Chez ’humain, elle
est responsable de nombreuses maladies nosocomiales telles que des pneumonies, des
infections du tractus urinaire et des septicémies chez les grands briilés. Elle est également
responsable d’une inflammation pulmonaire chronique chez les patients atteints de
fibrose kystique (Berthelot et al., 2005; Pierce, 2005). Les mécanismes d’infection de P.
aeruginosa sont nombreux et variés, comme en témoigne le nombre d’hotes
potentiellement sujets & une infection, la variété de maladies causées par ce pathogéne
chez ’homme, ainsi que la quantité impressionnante de facteurs de virulence qu’il
produit (Berthelot et al, 2005; Mahajan-Miklos et al., 1999; Mahajan-Miklos er al.,
2000; Plotnikova et al., 2000; Rumbaugh ef al., 2000; Smith & Iglewski, 2003; Wolfgang
et al,, 2003). Les facteurs de virulence de P. aeruginosa facilitent entre autres la
colonisation et I’invasion des tissus. Ils incluent les pili, les flagelles, les rhamnolipides,
le cyanure d’hydrogene, la pyocyanine, les exotoxines, les lipopolysaccharides et des
facteurs de perméabilité vasculaire. Des protéases permettent la dégradation de protéines

de I’hdte et des élastases sont responsables de la dégradation de 1’élastine, du collagéne,



de la transferrine, d’immunoglobulines et d’autres composants de la réaction
immunitaire, visant i la dégradation tissulaire de I’hote (Rahme et al, 2000). Les
systémes de sécrétion de type 111 (Engel & Balachandran, 2009; Hauser, 2009) et de type
VI (Hood et al., 2010; Lesic et al., 2009) interviennent également dans la virulence de
cette bactérie.

Les difficultés rencontrées dans les traitements contre P. aeruginosa sont multiples.
La premiére provient de la résistance naturelle de la bactérie 2 de nombreux traitements
antibactériens tels que les antibiotiques et les désinfectants, ce qui oblige médecins et
chercheurs & diversifier leurs traitements contre ce pathogéne. Cette remarquable faculté
d’adaptation est basée sur le nombre impressionnant de facteurs de régulation présents
chez cette bactérie. Le séquengage complet du génome de P. aeruginosa a en effet révélé
la plus haute proportion de génes de régulation jamais observée dans le monde bactérien
4 ce moment. Sur les 5570 cadres de lecture prédits, prés de 521 présentent des motifs
caractéristiques de régulateurs transcriptionnels ou de senseurs environnementaux, ce qui
correspond & 8,4% du génome complet de la souche PAOI de P. aeruginosa (Stover et
al., 2000).

La plupart des facteurs extracellulaires contribuant a la pathogénicité de P.
aeruginosa sont contrlés de maniére trés précise par un systéme de régulation appelé
«quorum sensing» (QS) (Fuqua et al., 1994). Ce systéme est basé sur la capacité que
posséde la bactérie de détecter la densité de population dans laquelle elle se trouve. Ainsi,
lorsqu’une bactérie est mutée dans son systéme de QS, elle perd une bonne partie de ses
capacités & infecter (Déziel er al., 2005; Gambello er al., 1993; Hassett et al., 1999;
Ochsner & Reiser, 1995; Pearson et al., 1997; Pesci et al., 1997, Winson et al., 1995).
Plusieurs observations montrent que le QS joue un rdle crucial dans la virulence de P.
aeruginosa, tant dans les fonctions bactériennes que dans les réponses de I’hdte face a
I'infection (de Kievit & Iglewski, 2000; Van Delden & Iglewski, 1998). Il est donc
primordial d’approfondir les connaissances scientifiques sur ce systéme de régulation afin

d’offrir une alternative prometteuse aux traitements anti-infectieux traditionnels.



1 Hiérarchie des systemes de quorum sensing chez
Pseudomonas aeruginosa

1.1 Introduction

1.1.1 Le «quorum sensing» chez P. aeruginosa

1.1.1.1 Généralités

Le «quorum sensing» (QS) est un systéme de régulation probablement présent chez
la plupart des bactéries a Gram-négatif et 3 Gram-positif, 11 est impliqué dans des
mécanismes biologiques aussi varids que la virulence (Smith & Iglewski, 2003), Ia
bioluminescence (Lupp et al., 2003; Miyamoto e al., 2000), la conjugaison bactérienne
(He et al., 2003), la symbiose (Loh et al., 2002), 1a motilité (Daniels et al., 2004), et la
formation de biofilms (Tomlin et al., 2005). Le principe du QS est basé sur la régulation
de Pexpression des génes en fonction de la densité d’une population bactérienne. Les
bactéries produisent et libérent dans leur environnement de petites molécules-signal ou
auto-inducteurs (généralement de petits peptides dans le cas des bactéries a Gram-positif,
des N-acyl-homosérine-lactones dans le cas des bactéries & Gram-négatif (Miller &
Bassler, 2001)) dont la concentration extracellulaire augmente en fonction de la densité
cellulaire dans le milieu. Une fois que cette concentration atteint un seuil critique, des
régulateurs transcriptionnels sont activés et modifient a leur tour ’expression de certains
genes sous leur dépendance. Bien que la nature des auto-inducteurs, les mécanismes de
réponse et la cible des génes controlés par le QS puissent varier en fonction des especes,
le QS offre & tous les organismes qui le possédent un systéme efficace de communication
(Miller & Bassler, 2001). Il permet de synchroniser I’expression génique au sein d’une

espeéce ou d’une population mixte bactérienne, au point de modifier le comportement de



la communauté entiére (de Kievit & Iglewski, 2000; Miller & Bassler, 2001). Ces
derniéres années, 1’étude approfondie de différents systemes de QS a démontré une
complexité et un raffinement insoupgonnés, les bactéries utilisant souvent plus d’une
molécule-signal, sécrétant certains inhibiteurs afin de brouiller la communication
d’espéces rivales (Sio et al., 2006), et développant en définitive une interaction toujours
plus fine entre les différents individus et leur habitat naturel (Williams, 2007; Williams &
Camara, 2009). De plus en plus d’études montrent que le QS est également intégré dans
un plus vaste contexte prenant en compte les aspects physiologiques de la cellule en
réponse aux conditions environnementales. Ainsi plusieurs régulateurs transcriptionnels
globaux interviennent et modulent la régulation des systémes de QS chez les espéces de
Pseudomonas (Juhas et al., 2005; Venturi, 2006).

A quelques exceptions prés, les systémes de QS chez les bactéries a Gram-négatif
sont organisés de maniére similaire, avec au minimum une synthase de type LuxI et un
régulateur transcriptionnel de type LuxR, faisant référence aux protéines impliquées dans
le QS chez Vibrio fischeri (Miller & Bassler, 2001). Les protéines de type Luxl sont
responsables de la biosynthése des acyl-homosérine-lactones (AHL) servant de signaux
intercellulaires. Les protéines de type LuxR sont les régulateurs transcriptionnels activés
par la formation d’un complexe avec leur auto-inducteur spécifique lorsque la
concentration de celui-ci atteint un certain seuil (Fuqua et al., 1994). Une fois activés, ils
se fixent généralement sur un domaine de I’ADN situé dans la région promotrice d’un

geéne (Egland & Greenberg, 1999) et en régulent ainsi I’expression.

1.1.1.2 Systémes de «quorum sensing» chez P. aeruginosa

Chez P. aeruginosa, il existe deux systémes complets reconnus de QS basés sur des
homologues des protéines LuxI et LuxR (Figure 1-1). Le systéme Las et le systéme Rhl
possédent chacun une synthase (respectivement Lasl et Rhll) responsable de la
biosynthése d’une AHL (respectivement le 3-oxo-dodécanoyl-acyl-homosérine-lactone
ou 3-0xo0-Cj,-HSL, et le butanoyl-homosérine-lactone ou C,;-HSL) et un régulateur
transcriptionnel (respectivement LasR et RhIR) activé par leur AHL propre (Juhas ez al,,
2005). Ces deux systémes sont impliqués dans I’expression de nombreux genes

(I’expression d’environ 6% du génome est affectée par le QS) dont la plupart des facteurs



de virulence chez P. aeruginosa (Hentzer et al., 2003; Schuster et al., 2003; Wagner et
al., 2004).

Les mutants affectés dans leur systéme Las ou Rhl présentent une forte atténuation
dans leurs capacités 4 induire une inflammation dans les modéles d’infection de souris
briilées (Rumbaugh et al., 1999) ou une infection pulmonaire aigiie (Lesprit et al., 2003;
Smith et al., 2002) ou chronique (Wu et al., 2001) chez les rats et les souris.
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Figure 1-1. Schéma représentant le systéme de quorum sensing basé sur les AHL chez la bactérie P.
aeruginosa.

1.1.1.2.1  Le systéme Las

Le systeme Las contrdle I’expression d’un grand nombre de facteurs de virulence
responsables de la destruction des tissus lors du processus d’infection (Pesci et al., 1997).
Cette activation transcriptionnelle nécessite une dimérisation de LasR ainsi qu’une
association avec son auto-inducteur, le 3-oxo0-C-HSL (Schuster ef al., 2004b; Soberon-
Chavez et al., 2005).



Parmi les génes directement régulés par le systéme Las, on retrouve des génes
codant pour I’élastase LasB, la protéase LasA, 1’exotoxine ToxA et la phosphatase
alcaline AprA (de Kievit & Iglewski, 2000; Jones et al., 1993). Outre les génes de
virulence, le systéme Las active I’expression de la synthase Lasl, ce qui permet de créer
une boucle de rétroaction positive sur tout le systéme (Seed et al., 1995). Enfin, le
complexe LasR/3-0x0-Cj,-HSL permet également d’activer la transcription de rhlR
(Ochsner & Reiser, 1995; Pesci et al., 1997) et de rhll (de Kievit et al., 2002), induisant
ainsi I’expression du second systéme de QS. Toutefois, le 3-0x0-Cj2-HSL préviendrait
également 1’association du C4-HSL au régulateur transcriptionnel RhIR (Pesci et al.,
1997). Ce second niveau de contrfle du systéme Las sur le systéme Rhl permet une
activation séquentielle des deux systémes, car le systéme Las active le systéme Rhl.
Cependant, ce dernier étant inhibé en présence de 3-0x0-Cj,-HSL, il ne pourra réellement
s’activer que lorsque LasR et donc la concentration en 3-0x0-C;,-HSL aura diminué
(Soberon-Chavez et al., 2005).

1.1.1.2.2  Le systéme Rhl

Le régulateur transcriptionnel RhIR couplé au C4-HSL permet l’activation de
certains génes impliqués dans la réponse a différents stress et dans la virulence de P.
aeruginosa (Hentzer et al., 2003; Rasmussen et al., 2005; Schuster ef al., 2003; Wagner
et al., 2004). Parmi ceux-ci se trouvent rhlAB responsables de la synthése de
rhamnolipides, un biosurfactant sécrété par la bactérie, les deux opérons
phzAIBICIDIEIFIG] et phzA2B2C2D2E2F2G2 essentiels pour la production des
phénazines dont la pyocyanine, ainsi que le géne de synthase rkll (Rasmussen et al.,
2005). Comme pour le systéme Las, I’induction du géne de I’AHL synthase permet une
autorégulation de tout le systéme.

RhIR pourrait également agir comme répresseur en absence de son auto-inducteur,
diminuant par exemple la transcription de /asB et celle de rAlR lui-méme (Medina ef al.,
2003a). D’autres chercheurs ont également rapporté que RhIR se dimérise et s’associe a
I’ADN autant en présence qu’en absence de C4-HSL et que le 3-0x0-C;,-HSL provoque

la dissociation de ce complexe (Medina ef al., 2003b).



I1.1.1.2.3  Les régulateurs LuxR orphelins

Il existe également d’autres régulateurs de type LuxR chez P. aeruginosa. Sur le
site www.pseudomonas.com, 20 cadres ouverts de lecture (ORF) possédent des domaines
caractéristiques de cette famille. L’un de ceux-ci code un régulateur nommé QscR. Ce
régulateur peut former des multiméres avec LasR et RhIR (Chugani et al., 2001;
Ledgham et al., 2003b). Bien qu’on ne lui connaisse aucun auto-inducteur propre, il est
reconnu qu’il puisse interagir avec les AHL des systémes Las et RhIR, complexifiant
ainsi encore un peu plus les systémes de QS chez P. aeruginosa (Fuqua, 2006; Lee, 2005;
Lequette et al., 2006). Toutefois, la fonction exacte de QscR et des complexes qu’il
forme avec LasR et RhIR reste encore peu connue.

Le quatriéme régulateur de type LuxR décrit dans la littérature est VgsR (Virulence
ans Quorum Sensing Regulator). Celui-ci ne posséde pas non plus d’auto-inducteur
propre. Une mutation dans ce régulateur provoque la perte de production des AHL ainsi
qu’une baisse de production des facteurs de virulence et une pathogénicité réduite dans
un modeéle d’infection chez les nématodes (Juhas et al., 2004; Juhas et al., 2005). Aucune
analyse n’a pour I’instant été réalisée pour déterminer si VgsR pouvait également

interagir et créer des diméres avec les autres régulateurs de type LuxR.

1.1.2 Objectif du projet

L’un des volets de mon projet de doctorat porte sur les interactions entre les
systémes Las et Rhl chez P. aeruginosa. En effet il a été rapporté que des souches mutées
dans le géne /asR et donc théoriquement incapables d’exprimer les facteurs de virulences
régulés par le QS, parviennent quand méme 4 produire de nombreux facteurs de virulence
en fin de phase stationnaire (Diggle ef al., 2002). Afin de comprendre la raison de cette
expression tardive, je me suis dans un premier temps intéressée a suivre ’activation du
systteme Rhl chez les mutants /asR en fin de phase stationnaire. Cette étude s’avere
essentielle pour davantage approfondir les connaissances sur la régulation et |’expression
des facteurs de virulence produits par P. aeruginosa et ainsi proposer des traitements
anti-infectieux adéquats pour inhiber la virulence de cette bactérie. Les travaux liés a
cette étude ont fait I’objet d’un article publié dans le périodique Microbiology en mars

2009. Ce dernier est présenté dans la section suivante.



1.2 Article

Revisiting the quorum-sensing hierarchy in Pseudomonas aeruginosa: the
transcriptional regulator RhIR regulates LasR-specific factors.

Dekimpe, V. & Déziel, E..

Microbiology 155, 712-723 (2009).

Contribution : Elaboration des expériences, réalisation des expériences, analyse des

résultats, rédaction.
1.2.1 Résumé - Summary

1.2.1.1 Résumé de l'article en frangais

P. aeruginosa utilise deux systémes majeurs de quorum sensing (QS), les systémes Las et
Rhl, pour moduler I’expression d’un grand nombre de ses facteurs de virulence. Le
systéme Las se situe au sommet de la hiérarchie du QS. Toutefois, plusieurs facteurs de
virulence tels que la pyocyanine sont encore produits chez un mutant /asR™ dans certaines
conditions. De plus, ces mutants apparaissent spontanément dans différents contextes
environnementaux, dont les voies respiratoires des individus atteints de fibrose kystique.
Par le biais de rapporteurs transcriptionnels lacZ, de quantification par LC/MS et de tests
phénotypiques, nous avons investigué la régulation des facteurs du QS contr6lés par le
systéme Las. Nos résultats montrent que I’activité du systéme Rhl est seulement retardée
et non abolie dans un mutant /asR’, ce qui permet I’expression de nombreux facteurs de
virulence tels que la pyocyanine, les rhamnolipides et le C4-HSL durant la fin de la phase
stationnaire de croissance. De plus, a ce stade, RhIR est capable de contrer I’absence de
LasR en activant plusieurs fonctions régulées par le systéme Las, telles que la production
de 3-0x0-Cy,-HSL et de PQS (Pseudomonas Quinolone Signal). P. aeruginosa est donc
capable de pallier la déficience d’un des systemes de QS en permettant au second
systéme de prendre la reléve. Ce travail démontre que la hiérarchie de QS est plus

complexe que le modéle présentant simplement le systéme Las au-dessus du systéme Rhl.



1.21.2 Résumé de I'article en anglais

Pseudomonas aeruginosa uses the two major quorum sensing (QS) regulatory
systems las and rhl to modulate the expression of many of its virulence factors. The las
system is considered to stand at the top of the QS hierarchy. However, some virulence
factors such as pyocyanin have been reported to still be produced in JasR™ mutants under
certain conditions. Interestingly, such mutants arise spontaneously under various
conditions, including in the airways of cystic fibrosis patients. Using transcriptional lacZ
reporters, LC/MS quantification and phenotypic assays, we have investigated the
regulation of QS-controlled factors by the /as system. Our results show that activity of the
rhl system is only delayed in a JasR™ mutant, thus allowing the expression of multiple
virulence determinants such as pyocyanin, thamnolipids and C;-HSL during the late
stationary phase. Moreover, at this stage, RhIR is able to overcome the absence of the las
system by activating specific LasR-controlled functions, including production of 3-oxo-
Ci-HSL and Pseudomonas Quinolone Signal (PQS). P. aeruginosa is thus able to
circumvent the deficiency of one of its QS systems by allowing the other to take over.
This work demonstrates that the QS hierarchy is more complex than the model simply

presenting the /as system above the rhl system.

1.2.2 Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a ubiquitous and versatile bacterium involved in
numerous pathogenic infections affecting immunocompromised individuals and those
suffering from cystic fibrosis (CF) (Marshall & Carroll, 1991; Pier, 1985; Speert, 1985).
This bacterium regulates most of its virulence determinants in a cell density-dependent
manner via a mechanism called quorum sensing (QS). Such global regulatory systems are
found in most bacterial species, and control several and diverse biological functions, such
as virulence, bacterial conjugation, bioluminescence, and biofilm formation. (de Kievit &
Iglewski, 2000; Donabedian, 2003; Loh et al., 2002; Miller & Bassler, 2001). QS is
mediated by diffusible signaling molecules released in the external environment. These
signals, when reaching specific concentrations correlated with specific population cell
densities, bind to and activate their respective transcriptional regulators. In P. aeruginosa,

two conventional complete QS systems are known: the synthases Lasl and Rhll produce



the N-acyl homoserine lactones 3-0x0-Cj2-HSL and C4-HSL respectively, which induce
their cognate LuxR-type transcriptional regulators LasR and RhIR, responsible for the
activation of numerous QS-controlled genes (Juhas et al., 2005; Pesci et al., 1997).
Among genes activated by these two regulators are the genes coding for the LasI and Rhil
synthases. Since N-acyl homoserine lactones induce their own production, they are called
autoinducers. More recently, a third, distinct QS system has been unveiled. It is
composed of a transcriptional regulator from the LysR family, MviR (PgsR), which
directly activates two operons (phnAB and pgsABCDE) required for the biosynthesis of 4-
hydroxy-2-alkylquinolines (HAQs), including molecules involved in 4-quinolone
signaling (Déziel et al., 2004; Lépine et al., 2004; Pesci et al., 1999), and for the
activation of many QS-controlled genes, via pgsE (Déziel et al., 2005; Diggle et al.,
2006a; Farrow et al., 2008). Among the HAQs, 4-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ) and
the Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) act as activators of the MvfR regulator,
inducing a positive feedback loop typical of QS systems (Xiao et al., 2006a).

QS regulation is a very complex and extensive network influencing, both
positively and negatively, the transcription of maybe 5-10% of the P. aeruginosa genome
(Hentzer et al., 2003; Schuster ef al., 2003; Wagner e al., 2003). The LasR regulator is
known to initiate the QS regulatory system, as it activates the transcription of a number of
other regulators, such as r4lR, defining a hierarchical QS cascade from the /as to the rhl
regulons (Latifi et al., 1996; Pesci et al., 1997). Over the last few years, many whole-
genome transcriptomic studies have been published in order to identify genes that are
under the control of LasR and/or RhIR (Hentzer et al., 2003; Rasmussen et al., 2005;
Schuster ef al., 2003; Wagner et al., 2003). Specific directly activated genes were clearly
identified as belonging to the rhl regulon, such as rhiAB (rhamnolipid biosynthesis), lec4
(lectin), hcnABC (HCN production) and both phzABCDEFG operons (phenazine
biosynthesis) (Latifi ef al., 1995; Schuster et al., 2004b; Schuster & Greenberg, 2007;
Whiteley et al., 1999; Winzer et al., 2000). However, the situation is not as clear for
many LasR-controlled genes, for which it has not been possible to define a single
consensus LasR binding site sequence in the promoter region, suggesting that some of
these genes are activated indirectly (Schuster et al., 2004b; Schuster & Greenberg, 2007).
Actually, most QS-regulated factors are more or less influenced by both LasR and RhIR,

10



as is the case for the proteases LasA (staphylolytic protease) and LasB (elastase) (Freck-
O'Donnell & Darzins, 1993; Hentzer et al., 2003; Nouwens ef al., 2003; Schuster ef al.,
2003; Toder et al., 1994; Wagner et al., 2004). Thus QS plays a predominant role in the
regulation of virulence determinants in P. aeruginosa. Surprisingly, however, there are
increasing reports that /asR™ mutants occur frequently in the natural environment (Cabrol
et al., 2003), in airways from CF individuals (D'Argenio et al., 2007; Smith et al., 2006),
in intubated patients (Denervaud er al., 2004) and in individuals suffering from
bacteraemia, pneumonia or wound infection (Hamood et al., 1996). This is intriguing,
since the LasR regulator is largely considered essential for full P. aeruginosa virulence
(Preston et al., 1997; Rumbaugh et al., 1999; Storey et al., 1998).

The LasR transcriptional regulator is generally considered to sit at the top of the Qs
hierarchy in P. aeruginosa (Latifi et al., 1996). However, we and others have observed
that the phenazine pyocyanin is overproduced by /asR™ mutants at the late stationary
phase (Déziel et al., 2005; Diggle et al., 2003). As shown in Figure 1-2, a JasR™ mutant
produces less pyocyanin during early growth phases, although, at the end of logarithmic
and during early stationary phase, pyocyanin begins to be produced. During late
stationary phase, after 24 hours of cultivation, the lasR" mutant cultures contain much
more pyocyanin than cultures of the wild type strain (35 mg/l compared to 2.5 mg/l,
respectively). This is unexplained, since pyocyanin production is known to be regulated
by QS (Latifi et al., 1995). The regulator of the pyocyanin biosynthesis genes (phz genes)
is RhIR (Brint & Ohman, 1995), whose transcription is considered to require LasR (de
Kievit et al., 2002; Latifi ef al., 1996, Pearson et al., 1997; Pesci et al., 1997). In theory,
pyocyanin production is thus expected to be absent in lasR mutants, whereas

experimental data show that it is actually only delayed (Figure 1-2).
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Figure 1-2. Expression of pyocyanin is delayed in a JasR” mutant.

P. aeruginosa lasR mutant containing a constitutive rh/lR (pUCPSKrhiR) or lasR (pUCPSKlasR)
expression vector or the same vector without rAlR or lasR (pUCPSK) compared with the wild type and the
lasR'rhIR” mutant.

In order to better understand the specific role of LasR and its involvement in
expression of virulence factors, we have characterized the expression of QS-controlled
determinants in a JasR™ mutant and have observed that during stationary phase, many QS-
regulated virulence factors are expressed. Our data show that at this stage of growth, the
RhIR regulon is activated. Moreover, we found that RhIR is able to induce LasR-
regulated genes (including some considered specific such as /as/) in absence of /asR,
unveiling a new mechanism for the bacteria to by-pass a defect in its QS regulation,

allowing RhIR to induce the /as system when LasR is non-functional.
1.2.3 Methods

1.2.3.4 Strains, plasmids and growth conditions

Table 1-1 lists strains and plasmids. Bacteria were routinely grown in Tryptic Soy
Broth (TSB) medium at 37°C in a roller drum, with appropriate antibiotics when required
(carbenicillin 300 mg/l, tetracycline 75 mg/1 for P. aeruginosa; carbenicillin 100 mg/l and
tetracycline 15 mg/l for E. coli). TSB plates contained 1.5% agar. For pyocyanin and

rhamnolipid detection, King’s A medium was used (King et al., 1954). All measurements
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of optical density and absorbance were obtained with a Thermo Scientific NanoDrop™

1000 Spectrophotometer.

Table 1-1. Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strains Characteristics Source or reference
E. coli DH5a supE44 AlacU169 (A80 (Hanahan, 1983)
lacZAM15) hsdR17 recAl

endAl gyrA96 thi-1 reldl

P. aeruginosa | Lab #

PA14/EDI14 Clinical isolate UCBPP-PA 14 (Rahme ez al., 1995)
PA14 lasR / ED69 lasR::Gm derivative of ED14 (Déziel et al., 2004)
PA14 lasR'rhiIR / ED266 | rhiR::Tc derivative of ED69 This study
S. aureus strain Newman Laboratory strain ATCC 25904
Plasmids
pMIC61 (pUCPSK-lasR) | lasR in pUCPSK with lac Kindly donated by John
promoter as a Hind III-EcoRl | Mattick, Institute of
fragment (5'-3' lasR) Molecular Bioscience,

University of
Queensland, Australia

pMIC62 (pUCPSK-rhiR) | rhiR in pUCPSK with lac Kindly donated by John
promoter as a Hind I[I1I-EcoRI Mattick, Institute of
fragment (5'-3' rhlR) Molecular Bioscience,

University of
Queensland, Australia

pPCS1002 pLP170 containing rhiR-lacZ (Pesci et al., 1997)
pSB224.10A pRIC380 suicide vector (Beatson ez al., 2002b)
carrying rhiR::Tc
pVDI PDNI19 containing las/ with its | This study
native promoter, Tc"
pME3853 PME6010 with a 174 bp las/ (Pessi et al., 2001)

upstream fragment and
translational /as/::lacZ fusion
containing the first 13 las/

codons, Tc'

pUCPSK E. coli-P. aeruginosa shuttle (Watson ez al., 1996)
vector

pLJR50 lasBp-lacZ transcriptional (Toder et al., 1994)

reporter fusion; contains nt -
190 to +4 of the lasB promoter
region, Cb'

An isogenic lasR rhIR double mutant was generated by allelic exchange of the
rhiR gene in a lasR™ background with PSB224.10A using sucrose counterselection as
described (Beatson et al., 2002b).
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Standard methods were used to manipulate DNA. The pDN19 plasmid (Nunn et al.,
1990) was used to construct pVD1 containing the lasI gene under its own promoter. A
region comprising from 305 bp upstream to 170 pb downstream of the /as] ORF was
amplified and inserted between Xbal and HindIll in the pDN19 multiple cloning site. The
gene fragment was generated from genomic DNA using PCR with primers 5’-
GCTCTAGATTTTGGGGCTGTGTTCTCTC-3’ and 5°-
CCCAAGCTTACTCGAAGTACTGCGGGAAA-3’. The construction was confirmed by
effective complementation of a JasI mutant. Plasmids were introduced by electroporation
(Choi et al., 2006).

lasR™ subcultures were carried out as follows: a first preculture was made at day 1
and used to inoculate fresh medium for day 2. The latter was used to inoculate fresh

medium for day 3. Pyocyanin was measured during each day of culture.

1.2.3.2 B-galactosidase activity assay

Bacteria containing the gene reporter fusions were routinely grown overnight
from frozen stocks in TSB with appropriate antibiotics, then subcultured in triplicate at a
starting ODggo of 0.05 without antibiotic. Culture samples were regularly obtained for
determination of growth (ODeoo) and B-galactosidase activity (Miller, 1972). N-butyryl-
L-homoserine lactone (C4-HSL) was purchased from Sigma-Aldrich and the stock

solution prepared in acetonitrile.

1.2.3.3 Quantification of rhamnolipids, pyocyanin, AHLs and HAQs

Detection and measurements were performed by LC/MS. For pyocyanin, AHLs
and HAQs, 480 pl of culture samples were taken at regular intervals, used for
determination of growth (ODego), and mixed with 120 pl acetonitrile containing 50 mg/1
5,6,7,8-tetradeutero-PQS for a final concentration of 10 mg/l as internal standard. After
centrifugation, 20 pl of the supernatants were directly injected for LC separation on an
Agilent HP1100 HPLC system equipped with a 3x150 mm C8 Luna reverse-phase
column (Phenomenex, Torrance, CA, USA). A 1% acidified water/acetonitrile gradient
was used as the mobile phase at a flow rate of 0.4 ml/min, split to 10% with a Valco Tee.

A Quattro II (Waters, Mississauga, Ont., Canada) triple quadrupole MS was used for
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molecule detection. Data acquisition was performed in full scan mode with a scanning
range of 130-350 Da. Precise quantification of C4+-HSL and 3-oxo-Cj;-HSL was
performed in MS/MS, as described previously (Déziel et al., 2005). For rhamnolipid
quantification, 500 pl of culture samples were taken at regular intervals, used for
determination of growth (ODeoo), and diluted with an equivalent volume of methanol.
After centrifugation, 20 pl of the supernatants were injected for LC/MS analysis as
described previously, using 16-hydroxy-hexadecanoic acid as internal standard (Déziel et
al., 1999, Lépine et al., 2002).

1.2.3.4 Elastase and protease enzymatic assays

TSB plates supplemented with 1% skim milk were inoculated with 10 pl from
cultures at ODgop = 3. Plates were incubated at 37°C for 3 days. For specific LasB
elastolytic activity, we used a protocol adapted from others (Bjorn ef al., 1979). Briefly,
filter-sterilized culture supernatant samples (100 pl) from late stationary phase cultures
were mixed with 5 mg elastin Congo red (Sigma) and 300 pl Tris-HCI 0.1 M pH 7.2.
Release of Congo red from degraded elastin was measured at Aygs after 2 hrs of
incubation in 37°C followed by centrifugation. For assessment of LasA staphylolytic
activity, 4.5 ml of Staphylococcus aureus overnight cultures were boiled for 15 min. and
100 pl was mixed with 300 pl of filtered culture supernatants. The ODggo was measured
after 2h of incubation at 37°C with agitation. All experiments were carried out in

triplicate.
1.2.4 Results

1.2.4.1 The expression of RhIR-regulated factors is only delayed in
absence of LasR

Based on previous observations reporting late pyocyanin production in lasR
mutants, we decided to investigate the mechanism involved in this phenomenon, as an
introduction to explore QS during the stationary phase.

Since RhIR is the known regulator of the phz genes, we hypothesized that late
pyocyanin production is due to RhIR activity. In the absence of /asR, RhIR should

activate the expression of the phz genes at the late stationary phase, and in its absence, no
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pyocyanin should be produced. As shown in Figure 1-2, unlike the /asR™ mutant, the lasR’
rhiR" double mutant does not produce this phenazine at all. Moreover, /asR (pUCPSK-
rhiR), which constitutively expresses r4IR from a plasmid, produces pyocyanin at the
same time as the wild type, confirming that RhIR is responsible for the timing of
pyocyanin production. As expected, continued expression of rAIR results in higher
production of pyocyanin. LasR(pUCPSK) acts like the /asR™ mutant, confirming that the
vector does not influence pyocyanin expression. Finally, /lasR" complemented with
pUCPSKlasR does not overproduce pyocyanin, unlike the /asR” mutant, showing that the
lasR mutation is responsible for this phenotype. It is also noteworthy that a lasI' mutant
presents the same pyocyanin overproduction phenotype than the /asR™ mutant (data not
shown). To ensure that optical density during all growth stages and particularly during
stationary phase truly reflects the number of living bacterial cells, we also determined the
viable cell counts. As expected, growth rates and survival of the /asR” mutant and the wild
type are essentially the same (See Figure 1-3A), thus confirming that the differences in

pyocyanin production is not the result of variations in the number of viable cells.
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Figure 1-3. The delay in pyocyanin expression in a lasR” mutant is not due to secondary mutation or
to a difference in the concentration of living cells.

(A) Growth kinetics of wild type and lasR strains. Experiments were made in triplicate. Continuous lines:
Viable count, discontinuous lines: optical density. (B) Pyocyanin concentration in cultures of the wild-type
strain and of the /asR” mutant inoculated from overnight, I day-old or 2 days-old cultures that had been
transferred into fresh medium every 24 hrs.

To make sure this late pyocyanin production is not due to a spontaneous mutation
that might have occurred in the lasR background, we have subcultured a culture of the

lasR" mutant on three consecutive days in fresh medium, every time monitoring the

17



production of pyocyanin. Consistently, the cultures had to reach the late stationary phase
before producing pyocyanin, indicating that this phenotype in not due to accumulation of
secondary mutations during cultivation (See Figure 1-3B).

If RhIR is present and active during the late stationary phase in a lasR” mutant, then
we should be able to detect RhIR-regulated factors other than pyocyanin. The 7h/AB and
rhiC genes, coding for enzymes involved in rhamnolipid biosynthesis, and rhll, coding
for the C4-HSL synthase, are all directly regulated by RhIR (de Kievit et al., 2002;
Medina et al., 2003). We precisely quantified rhamnolipids and C4-HSL in lasR’, lasR’
rhiR and lasR (pUCPSK-rhIR) cultures. As shown in Figure 1-4, a lasRrhIR" double
mutant is unable to synthesize rhamnolipids or C4-HSL respectively, while the lask
mutant produces these molecules with a delay, essentially in late stationary phase. These
results support the hypothesis that expression of the A/ regulon is only delayed in a lasR’
mutant. The production of Cs-HSL and rhamnolipids was restored to levels similar to
wild type when the /asR” mutant was transformed with a rhIR expression vector,
confirming that RhIR is responsible for theses phenotypes. These results show that the
delayed expression of RhIR-controlled phenotypes in a JasR™ background can be restored
by expressing rhlR.
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Figure 1-4. Expression of RhIR-controlled factors is delayed in a lasR” mutant,
P. aeruginosa wild type and lasR" mutant containing or not a constitutive rhiR expression plasmid
(pPUPCSK-rhIR) are compared. Production of (A) rhamnolipids and (B) C,-HSL.

In order to provide additional evidence that RhiR is indeed expressed in a lasR
mutant, we evaluated the transcription of rA/R with a JacZ fusion reporter. As shown in
Figure 1-5, maximal rhiR transcription occurs at the early stationary phase in the wild
type strain. Furthermore, it follows a similar expression pattern in the /asR™ mutant
background, but at lower levels. Still, during late stationary phase, level of rhIR

expression slightly increases in a /asR™ while it decreases in the wild type. These data
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support the significant presence of RhIR in /asR” mutants during late stationary phase, as
previously reported (Diggle et al., 2003).
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Figure 1-5. rhiR transcription in /asR” mutants increases during late stationary phase.
(A) Beta-galactosidase activity using the pSC1002 vector containing the rh/R-lacZ transcriptional reporter.
(B) Growth kinetics as a function of time.

That the production of proteolytic enzymes such as LasA and LasB, responsible for
staphylolytic and elastolytic activities respectively, is under LasR regulation is well
established (Rust et al., 1996; Storey ef al., 1998; Toder et al., 1991). However, there are
indications they might also be under partial RhIR control (Brint & Ohman, 1995; Diggle
et al., 2003; Pearson et al., 1997). To evaluate global protease activity of the strains, the
wild type strain, and /asR* and lasR'rhIR* mutants were inoculated on solid medium
containing skim milk. Protease activity is visible for the /asR” mutants while the double

mutant is unable to degrade milk proteins (Figure 1-6).
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Figure 1-6. Protease activity is expressed by a /asR” mutant but not by a lasR'rhiR” mutant.

Bacteria (10pl from a culture ODggp = 3) were plated on TSB agar containing 1% skim milk and incubated
for 3 days. Protease activity is revealed by a clearing halo due to casein degradation. (A) wild-type PA14
strain; (B) /asR” mutant; (C) lasR rhiR” mutant.

Since this test only indicates general proteolytic activity, it was interesting to target
specific proteases. Figure 1-7A shows that the /asR* mutant is able to activate lasB
expression late in stationary phase, while the double /asR rhIR" mutant cannot. Detection
of LasB activity confirmed these results. During late stationary phase, the /asR™ mutant
shows significant elastolytic activity, which is nearly as important as in /asR” (pUCPSK-
rhiR) (Figure 1-7B). Finally,Figure 1-7C shows that the wild type and the /asR™ mutant,
complemented with IR or not, expresses LasA activity, while the lasR kIR double
mutant does not. Taken together, all these results indicate that the expression of many

QS-controlled factors is only delayed when LasR is defective.
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Figure 1-7. LasA and LasB are activated late in a JasR” mutant but not in a lasR'rhIR” double mutant.
(A) Transcription of the lasB gene; (B) Elastolytic (LasB) activity; (C) staphylolytic (LasA) activity.

1.2.4.2 RhIR controls factors generally considered to be solely regulated
by LasR

Another observation we and others have made is that not only pyocyanin but also
PQS is produced during late stationary phase by a lasR” mutant (Déziel et al., 2004;
Diggle et al., 2003). This was unexpected since the final step in PQS synthesis is
catalyzed by the lasR dependant PqsH enzyme (Déziel et al., 2004, Gallagher et al.,
2002; Whiteley et al., 1999; Xiao et al., 2006b). Of note, there is a close correlation
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between the timing of production of both PQS and pyocyanin in JasR™ mutant
backgrounds (Déziel et al., 2005; Diggle et al., 2002; Diggle et al., 2003). To test if RhIR
might also be responsible for this effect, we quantified PQS production by the wild type
and the lasR’, lasR rhIR" and lasR (pUCPSK-rhlR) mutants. As shown in

Figure 1-8A, during the exponential and early stationary growth phases, PQS
production is totally absent in the double mutant and barely detectable in the JasR” mutant
unless rhIR is expressed, which leads to a substantial reduction in the delay observed for
that mutant. The same reduction of PQS is observed in a lasI mutant, and can also be
restored by overexpressing RhIR in that mutant (data not shown). At the late stationary
phase however, the concentration of PQS in /asR” mutant cultures is similar to the wild
type, while the double mutant still shows no detectable production. These data explain the
late PQS production in a /asR” mutant by the activity of RhIR.

We then asked whether las/, probably the most specific LasR-regulated gene,
which codes for the autoinducer synthase producing 3-o0xo0-C;,-HSL, might also be
regulated by RhIR. As expected from the above data, we found that 3-0x0-C;,-HSL
production is greatly increased in lasR (pUCPSK-rhIR) compared to the wild type strain,
at the same optical density (

Figure 1-8B). It also shows that 3-0x0-C;,-HSL is eventually produced in a lasR

mutant at late stationary phase, but is totally absent if 4IR is also defective.

23



30

25

20

15

10

PQS production (mg/l)

—o—PA14
——lasR
—A—lasR pMIC62
—O—lasR rhIR

10
Time (hrs)

20

o)

3-0x0-C,,-HSL production (mg/l)

045
0,40
0,35

030 |

0.25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

I

10 20

Time (hrs)

Figure 1-8. Production of PQS and 3-oxo-Cy,-HSL requires ri/R in absence of lasR.
LC/MS analysis from culture supernatants. Production of (A) PQS and (B) 3-0x0-C,,-HSL.

1.2.4.3 RhIR controls lasl in a heterologous system

In order to further identify RhIR as an alternative activator of /as/ transcription in
absence of a functional LasR, we constructed a heterologous system in Escherichia coli.
A vector comprising the lasI-lacZ gene reporter was introduced in the DH5a strain. In the
presence of the rhlR gene constitutively expressed on another compatible plasmid, and
with addition of its autoinducer C4-HSL, beta-galactosidase activity was greatly enhanced
in the E. coli strain, while only basal expression was detected in absence of r4IR or Cs-
HSL (Figure 1-9A). To confirm 3-0x0-C>-HSL production through activation by RhIR, a
vector containing las/ under its native promoter was introduced into DH5a. 3-0x0-Cj2-

HSL was detected in this heterologous system only in presence of both RhIR and its

autoinducer C4-HSL (Figure 1-9B).
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Figure 1-9. The lasI gene is activated by RhIR in a heterologous E. coli system.

Heterologous system in a DH5a strain in presence of either or both C,-HSL (5 mg/l) and rhiR (pUCPSK-
rhiR). (A) lasl-lacZ expression (PME3853); (B) 3-0x0-C,»-HSL production in presence of the las/ gene
with its native promoter (pVD1).

1.2.5 Discussion

P. aeruginosa is an opportunistic pathogen that relies on its impressive ability to
coordinate gene expression in order to compete for nutrients or colonization against other
species. QS appears essential for this bacterium for a better competitiveness in clinical or
environmental niches. The QS LasR transcriptional regulator is known to control a wide
array of virulence-associated P. aeruginosa factors. Nevertheless, several reports mention
the high frequency of lasR mutations among clinical and environmental isolates (Cabrol
et al., 2003; D'Argenio et al., 2007). Most intriguingly, some lasR” mutants still produce
QS-regulated virulence factors such as pyocyanin (Heurlier et al., 2005), and naturally
occurring /asR mutants have been isolated from wounds or intubated patients (Denervaud
et al, 2004, Hamood et al, 1996). It was thus interesting to better analyze the

involvement of LasR in the expression of QS-regulated virulence determinants.



This study provides new insights into the interplay between the /as and the rhl QS
systems in P. aeruginosa, and demonstrates that a lasR mutation does not lead to loss of
virulence factors. The rhl regulon expression is delayed to the late stationary phase in a
lasR” mutant, and is thus responsible for the late production of virulence factors in this
background, such as pyocyanin, QS signaling molecules and proteases. These
observations provide a solid basis allowing us to explain numerous inconsistencies in
previous reports, and bring some clarifications to the P. aeruginosa QS model, as

summarized in Figure 1-10.
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Figure 1-10. Proposed model for RhIR influence on the las regulon,

Basal expression of las/ leads to weak production of 3-0x0-Cy,-HSL. This signaling molecule binds to
some LasR regulators produced due to basal transcription of /asR. Once LasR is bound to its autoinducer, it
activates the /as regulon, leading to increased /as/ and JasR transcription and activation of the A/ regulon.
Our present work reveals an overlap between the /as and rhl regulons where the /as system is activated by
the RhIR regulator. In presence of a /asR mutation leading to loss of its function, residual #4iI and rhiR
transcriptions, maybe combined to environmental factors, will allow activation the r/ regulon, but with a
marked delay due to lack of rhll and rhiR transcriptional activation by LasR. Eventually, when the bacteria
reach stationary phase, RhIR is present and functional to activate numerous virulence factors such as
pyocyanin, thamnolipids, proteases, and signaling molecules including PQS and 3-0x0-C;»-HSL.

1.2.5.1 RhIR-regulated factors are expressed late in a lasR" mutant.

The delayed production of pyocyanin in a /asR™ mutant background as been
anecdotically observed in numerous reports (Déziel et al.,, 2005; Diggle et al., 2002;
Diggle er al., 2003; Heurlier et al., 2005; Kohler et al., 2001; Lujan ez al., 2007; Salunkhe
et al., 2005a). That RhIR might be involved in that production has been suggested,
although no evidence was presented (Diggle et al., 2003). Here we present evidence for
the role the RhIR regulator in pyocyanin production in a /asR" mutant, since no
production can be observed in a lasR rhR” double mutant and production is advanced in a

lasR” mutant complemented with rAIR.



The activity of RhIR during stationary phase in a lasR” mutant was confirmed by the
delayed production of other RhiR-controlled factors, C4~-HSL and rhamnolipids. Others
noticed the presence of rhamnolipids during this stage. Van Delden et al. proposed that
environmental factor(s) could be responsible for the induction of some virulence factors
in a JasR” mutant (Van Delden et al., 1998), and that this induction should be mediated by
RhIR. In another study, Kéhler ef al. reported rhamnolipid production by lasR™ and lasl’
mutants (Kohler et al., 2001). Interestingly, the delayed production of pyocyanin and
rhamnolipids in a /asR™ background observed in our work seems to correlate with the
delayed accumulation of C4;-HSL and PQS. These signals both positively upregulate the
rhl system. Our results add new evidence that LasR mainly acts as an exponential growth

phase activator on several RhIR-dependent factors.

1.2.5.2 The expression of of the rhl system is maintained in a lasR™ mutant.

The above results can be explained by the fact that RhIR is expressed in a lasR
mutant, as confirmed by a transcriptional rAlR-lacZ reporter, showing reduced but
sustained transcription of rA/R. This finding contradicts the prevailing concept that the rh/
system is inactive in absence of a functional LasR (Latifi et al., 1996). However, the
available literature on the QS system in P. aeruginosa is largely based on experiments
carried out during early growth stages. Indeed, Van Delden et al. (1998) had previously
noticed significant rh/R expression in a /asR mutant background during the stationary
phase, using the same reporter than we did. Maybe the /lacZ reporter used by Latifi et al
(1996) was less sensitive or difference in growth conditions modified the response.
Nevertheless, our results agree that the rhl/ system is indeed under-expressed during the
exponential and early stationary growth phase in a /asR" mutant, but importantly seems to
maintain a higher level of activity than in the wild type during late stationary phase when
lasR is absent. Still, our results are in agreement with induction of the rh/ system by LasR
(Latifi et al., 1996). Most probably, basal rhlR and rhll transcription leads to the
autoinduction of the rhl QS system in a lasR” mutant background. It is also possible that
environmental conditions are involved in that induction, since factors such as starvation
(Van Delden et al., 1998), phosphate and iron (Jensen et al., 2006) have an influence on
RhIR activation.
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1.2.5.3 RhIR partially controls LasR-specific factors in absence of a
functional LasR regulator.

Some LasR-dependent factors can be expressed in absence of this regulator, RhIR
apparently acting as a surrogate activator. Indeed, PQS was detected in late stationary
phase of a lasR” mutant (Déziel et al., 2005; Diggle et al., 2003). Using a heterologous
system, we found that the gene coding for the specific autoinducer synthase of LasR, lasI,
is also transcriptionally activated by RhIR, and this is accompanied by the production of
the corresponding AHL. That some activities known to be LasR-regulated are also
affected by RhIR was observed before. Numerous proteolytic enzymes responsible for
elastolytic (via the lasB gene) and staphylolytic activities (via the las4 gene) were
initially reported to be specifically under the control of LasR (Rust ez al., 1996; Storey et
al., 1998; Toder et al., 1991), although these activities were also reported to be also
partially under RhIR regulation (Brint & Ohman, 1995; Diggle et al., 2003; Pearson et
al., 1997). The absence of a correlation between JasR and lasB transcription in some
clinical and environmental P. aeruginosa strains was noted (Cabrol et al., 2003). Our data
suggest this is explained by the additional control of lasB by RhIR.

In agreement with the work presented here, evidence for production of 3-0x0-C),-
HSL in some lasR"™ mutants was reported by Sandoz et al. (Sandoz er al., 2007).
However, they suggested that this phenotype was due to compensatory mutations, while
this is not the case in the present work. Production of 3-0x0-Cy,-HSL in a lasR” mutant
would suggest that the bacterium is wasting resources, since no LasR protein is present to
be activated by this autoinducer. However, it is known that this molecule also plays a role
in P. aeruginosa pathogenicity as a virulence factor inducing inflammation in vivo (Qazi
et al., 2006; Shiner et al., 2006; Smith er al,, 2002) and accelerates apoptosis in
macrophages and neutrophils (Tateda er al,, 2003; Vikstrom er al., 2005). N-acyl
homoserine lactones are also signaling molecules involved in intra- and inter-species
communication, which allow P. aeruginosa to compete or collaborate with other bacterial
species (Eberl & Tummler, 2004; Juhas er al., 2005; Qazi et al., 2006; Riedel et al., 2001;
Shiner et al., 2005; Williams, 2007). Interestingly, another QS regulator, QscR, can bind
to 3-oxo0-Cy2-HSL (Ledgham e al., 2003) and requires this signaling molecule to regulate
some genes (Lee et al., 2006; Lequette et al., 2006). 3-ox0-Co-HSL can thus be valuable
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even in absence of the LasR regulator. PQS production in a /asR™ mutant has also its
importance, since it allows the activation of the third QS system in P. aeruginosa (Diggle
et al., 2006a; Xiao et al., 2006a), which affects expression of multiple virulence factors
(Calfee et al., 2001; Déziel et al., 2005; Xiao et al., 2006b), with a positive effect on the
rhl regulon (Diggle et al., 2003; Jensen et al., 2006; McKnight ef al., 2000).

1.2.5.4 LasRis a direct and indirect regulator of QS-controlled genes

In light of these elements, it appears that at least some of the known LasR-
regulated genes are not strictly controlled only by this regulator. Although direct binding
of LasR to some promoters such as that of lasB has been reported (Schuster ef al,
2004b), here we confirm that at least lasA, lasB, pqsH and lasI (Pearson et al., 1997,
Pesci et al., 1997)(and this study) can be also controlled via RhIR, and are activated late
in absence of LasR. Although unique binding sites have been identified in several LasR-
regulated promoters (Schuster et al., 2004b), it has not been possible to define a single
consensus binding site sequence in the promoter of QS-controlled genes, or to
differentiate LasR- vs RhIR-specific promoters (Anderson et al., 1999; Schuster et al.,
2003; Wagner et al., 2003; Whiteley ez al., 1999; Whiteley & Greenberg, 2001). Our data
suggest that RhIR can efficiently recognize LasR boxes, since RhIR is able to activate
some LasR-specific genes.

Finally, considering the fact that 3-oxo-C;>-HSL production kinetics begin to
decrease early and thus do not correlate with JasB transcriptional activation or PQS
production, and that LasR is inactive in absence of its autoinducer (Schuster et al.,
2004b), it is reasonable that other regulators are able to take over and/or supplement LasR
in order to express these factors. Since C4-HSL, unlike 3-0x0-Cj-HSL, accumulates
during growth, it appears that RhIR is active and functional for a much longer period than
LasR. RhIR is thus a good candidate to itself activate some LasR-regulated factors.

Importantly, it is noteworthy that we have repeated most experiments reported
here with different P. aeruginosa PAOI strains, leading to the same conclusions. We

have therefore no indication our results are restricted to the PA 14 strain.

30



1.2.5.5 Spontaneous emergence of lasR" mutants during infections would
preclude targeting the las system for antivirulence QS therapy

Understanding why supposedly non-virulent mutants might be selected in infected
patients is an intriguing question. After quantification of pyocyanin, rthamnolipids and
protease activities, our results show that during late stationary phase, a lasR” mutant is
able to produce at least as much of these virulence factors as the wild type. This might
contribute to explain the occurrence of such mutants among clinical isolates (Heurlier et
al. 2006).

Over the last few years, research has been carried out to identify drugs targeting QS
to prevent virulence instead of bacterial survival, in order to circumvent the risks of
resistance observed with antibiotic treatments (Hentzer et al., 2002; Hentzer et al., 2003;
Smith et al., 2003; Wu et al., 2004). Until now, these therapies have mostly targeted the
las system, because blocking the activity of LasR is thought to inactivate all P.
aeruginosa QS. However, we have shown here that the rh/ system not only is expressed
late in a lasR" mutant but also that RhIR is able to overcome the las system when the
latter is deficient by activating specific LasR-controlled functions. This suggests that P.
aeruginosa possesses abilities to circumvent the deficiency of one of its QS systems by
allowing the other to take over. This should be taken into account in the light of new
therapies directed against QS in P. aeruginosa. In this respect, targeting other levels of
the QS circuitry, such as PQS/4-quinolone signaling (Lesic et al., 2007) or the RhIR/C;-

HSL system, might represent interesting alternatives.

1.3 Résultats annexes & I'article
En complément aux résultats publiés dans Microbiology, plusieurs expériences ont

été réalisées.

1.3.1 Certains génes dépendants de LasR ne sont jamais activés par
RhIR

Dans I’article, j’ai montré que de nombreux facteurs de virulence et molécules-

signal peuvent étre activés par RhIR dans un mutant /asR". Ce n’est toutefois pas une
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régle sans exception. Le suivi de la production de HQNO, une molécule de la famille des
HAQ similaire au HHQ et au PQS, et dont la production dépend des enzymes PqsABCD
ainsi que de PgsL, a montré que celle-ci n’est pas augmentée par la surexpression de rh/R
chez le mutant /asR". Ces résultats suggérent que certains facteurs nécessaires a la
production de HQNO ne sont peut-étre pas exprimés dans ces conditions. Il serait
intéressant de suivre directement la transcription du géne pgsL chez le mutant /asR™ en

présence ou en absence de r4/R par qRT-PCR.
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Figure 1-11. Analyse LC-MS de la production de HQNO dans plusieurs mutants exprimant ou non
rhiR.

1.3.2 Confirmation des résultats obtenus avec la souche PA14 dans
plusieurs autres souches PAO1

La majorité des expériences publiées avec la bactérie P. aeruginosa se font sur la
souche PAOI. Cependant, la souche PA14 (Rahme et al., 1995), plus apparentée aux
souches cliniques et environnementales identifiées (Wiehlmann ef al., 2007), commence
a prendre une part plus importante au niveau des publications scientifiques. Puisque la
souche PAOI reste la plus répandue, il est nécessaire de confirmer que les résultats
obtenus avec PA14 peuvent s’appliquer a celle-ci. La Figure 1-12 montre que le mutant

lasR™ de PAOI exprimant rhlR réagit identiquement a celui de PA14. En effet, les
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productions de pyocyanine (Figure 1-12B), de 3-ox0-C;,-HSL (Figure 1-12A) et de PQS
(Figure 1-12C) sont presque totalement inhibées en absence de rhiR, et ’expression de ce
dernier rétablit leur production. Quant a la production de HQNO, celle-ci n’est pas non
plus influencée par la présence de r#IR chez le mutant lasR” de PAOI (Figure 1-12D).

La Figure 1-12A montre que la production de 3-0x0-Cj,-HSL chez les mutants
lasR" (pUCPSKrhIR) est deux fois moindre dans PAOI que chez PA14. Ceci peut
s’expliquer entre autres par la différence de densité cellulaire obtenue entre les deux
souches. Le mutant /asR™ de PAOI surexprimant rh/R montre une déficience de
croissance et/ou génére beaucoup d’agglomérats, tandis que chez PA14 la croissance
n’est pas du tout affectée (Figure 1-12E).

Ces résultats démontrent que les observations faites chez PA14 sont également

applicables pour la souche PAO]1.
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Figure 1-12. Analyse LC-MS des AHL et des HAQ chez les mutants lasR” chez PA14 et PAOL.
rhIR+ = géne rhIR exprimé de maniére constitutive au moyen du vecteur pUCPSKrhiR.
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1.3.3 L'effet de RhIR sur les cibles de LasR n'est pas visible lorsque
ce dernier est présent

Puisque RhIR a démontré sa capacité & activer PqsH et Lasl pour générer du PQS et
du 3-0x0-Cy2-HSL, cette production est-elle augmentée si on surexprime RhIR chez la
souche sauvage ? Est-elle affectée dans un mutant »#/R” ? Le suivi des molécules-signal
et de la pyocyanine a été réalisé chez la souche PA14 exprimant ou non r4/R de maniére
constitutive (pPUCPSKr4/R), ainsi que chez le mutant rh/R". La Figure 1-13 montre que la
surexpression de rAlR chez la souche sauvage n’induit pas une augmentation de 3-oxo-
Ci2-HSL ou de PQS. RhIR semble toutefois avoir un effet sur PqsH, puisqu’un mutant
rhiR’ produit davantage de HHQ (di & I’effet inhibiteur de RhIR sur I’opéron PqsABCDE)
mais moins de PQS que la souche sauvage. Cet effet disparait lorsque RhIR est
fonctionnel, sans distinction entre son expression native ou constitutive. RhIR ne semble
donc pas capable d’induire ’expression des génes dépendants de LasR lorsque ce dernier
est présent dans la cellule. Ceci pourrait étre di au fait que I’affinité entre LasR et ces
promoteurs est beaucoup plus importante que celle avec RhIR. Enfin, la plus forte
croissance du mutant r4/R’, comparativement aux autres mutants, est en partie due a
I’absence de pyocyanine, et donc & ’absence de stress oxydatif que ce composé génére.
La différence de densité cellulaire des cultures de rhIR* ne s’observe pas
systématiquement, et doit dépendre d’autres paramétres environnementaux non connus. Il
est également possible que la quantité de bactéries rAIR inoculées pour I’expérience ait

été légérement supérieure a celle des autres souches.
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Figure 1-13. Analyse LC-MS de la production de molécules-signal en présence (pUCPSKra/R) ou en

absence de RhIR.

Cinétiques de production de : (A) 3-0x0-Cy,-HSL, (B) HHQ et (C) PQS en fonction de la croissance

bactérienne.

1.3.4 Confirmation de l'interaction directe entre RhIR et le promoteur

de lasl

1.3.4.1 Description de la méthode de retard de mobilité sur gel
d’électrophorése (EMSA, Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Afin de confirmer que RhIR parvient a se fixer sur le promoteur de /asl, j’ai utilisé

la technique de retard de mobilité sur gel d’électrophorése (EMSA, Electrophoretic
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Mobility Shift Assay). Cette technique permet d’observer une migration d’ADN
différente lorsque ’ADN d’intérét est complexé avec une protéine. Le promoteur du géne
lasI est amplifié par PCR et marqué a la digoxygénine selon les méthodes routiniéres
présentées 4 la section 3.2.11, page 191, en utilisant les amorces plas-295F et plas-295R
(voir Appendice C). Les dNTP utilisés sont ceux provenant du PCR DIG Labeling Mix
(Roche 11 585 550 910) contenant de la digoxygénine-11-dUTP.

Le protocole de retard sur gel suivi est celui fourni par le fournisseur (Roche,
numéro de catalogue 03353591910), et adapté aux conditions expérimentales du projet.
En bref, les souches DHSa portant le vecteur PUCPSKrAIR ou pUCPSK sont cultivées
dans 50 ml de milieu TSB jusqu’a obtention d’une DOgoo de 3. Le culot est centrifugé
durant 10 min. 4 10 000 x g et lavé dans le tampon de liaison (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, 650 mM KCl, 10% glycérol) a trois reprises. Les cellules sont resuspendues dans
1 ml de ce méme tampon. Les cellules sont brisées par un processus de gel-dégel au cours
duquel des bactéries sont soumises a une alternance de température allant de 50°C a
plusieurs dizaines de degrés sous 0°C (bain de glace séche/éthanol, environ -78° C). La
solution est ensuite centrifugée 10 min. a 16 500 x g afin d’éliminer les débris cellulaires.
La concentration en protéines du surnageant est déterminée par la méthode de Bradford
(Bradford, 1976) en utilisant les réactifs et les protocoles du fournisseur (Bio-rad Protein
Assay). L’hybridation entre 1’extrait protéique contenant RhIR et la région promotrice de
lasl se fait 4 température ambiante durant 25 min. en présence de 5 mg/l de C4-HSL afin
de garantir la dimérisation et I’activation de RhIR. Plusieurs concentrations de protéines
sont testées. L’extrait protéique exposé au promoteur de /as/ marqué a migré sur gel de
6% de polyacrylamide. Aprés transfert sur une membrane de nylon positivement chargée,
la présence de la digoxygénine associée au promoteur de las/ est révélée au moyen
d’anticorps anti-digoxygénine couplés a la phosphatase alcaline et de I’un des substrats
chémiluminescents de cette derniére, le CSPD (Disodium  3-(4-methoxyspiro (1,2-
dioxetane-3,2'-(5"-chloro)tricyclo[3.3.1. 13,7]decan)-4-yl) phenyl phosphate), selon le

protocole établi par le fournisseur (Roche).
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1.3.4.2 Résultats obtenus

J’ai suivi la migration sur gel d’électrophorése du promoteur de /as/ en présence ou non
de rhIR et de son auto-inducteur, le C4;-HSL. La Figure 1-14 montre que la migration du
promoteur est retardée lorsqu’un extrait protéique contenant rhlR est ajouté. On observe
en effet I’apparition d’une bande supplémentaire lors de I’ajout de I’extrait protéique, qui
s’intensifie avec une concentration croissante de ce dernier. Ceci démontre une
hybridation entre le promoteur de /as/ et une des protéines présentes dans I’extrait. Etant
donné que toutes ces protéines proviennent d’E. coli hormis rhIR que j’ai exprimé en
trans, je peux supposer que c’est bien RhIR qui se fixe au promoteur. Néanmoins,
plusieurs controles devraient étre effectués afin de valider 1’expérience, en la répétant
avec un extrait protéique ne contenant pas RhIR ou en présence d’un autre promoteur
connu pour ne pas se lier 3 RhIR. Ceci confirmerait que I’effet observé n’est pas da 4 une
association non spécifique. Si le temps n’avait pas été un facteur limitant, il aurait été
élégant de purifier la protéine RhiIR et de I’utiliser seule pour vérifier son association avec

le promoteur du géne /asl.

témoin 1.8 ug 3.6 ug S ug

Figure 1-14. Retard de la migration du promoteur de las/ en présence de rhiR.

Témoin : migration du promoteur de /asI marqué  la digoxygeénine et révélé au CSPD en absence de
protéines. Les autres puits sont nommés en fonction de la quantité de protéines dans I’échantillon qui a
migré.

1.4 Conclusion du chapitre

P. aeruginosa est 'une des bactéries dont le QS est le plus étudié et le mieux
caractérisé. Bien que de nombreuses questions sur les différents facteurs endogenes et

exogénes influengant celui-ci sont encore fort d’actualité, les deux systémes majeurs de
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cette régulation, soit les systémes LasIR et RhIIR ainsi que leur lien hiérarchique
semblaient étre bien établis. Néanmoins, plusieurs paradoxes restaient alors inexplicables.
C’était entre autres le cas des mutants /asR” spontanés qui surproduisent des facteurs de
virulence et que I’on retrouve trés fréquemment dans les poumons des gens atteints de
fibrose kystique. Le travail que j’ai publié en 2009 et que j’ai présenté dans ce chapitre
permet de concilier les connaissances précédentes avec les paradoxes observés. En effet,
P. aeruginosa posséde de nombreux mécanismes alternatifs qui permettent & I’un de ces
systémes de prendre le relais lorsque le second est déficient. Ii témoigne une fois de plus
que P. aeruginosa est une bactérie extrémement versatile, capable de s’adapter tant aux
changements environnementaux qu’aux variations génotypiques auxquelles elle doit
parfois faire face.

En conclusion, ces travaux démontrent la grande complexité des interactions entre
les différents systémes de QS chez P. aeruginosa. Le plus grand impact de ces recherches
au niveau médical est la démonstration que P’inactivation du systéme Las n’est pas
suffisante pour inactiver la totalité du QS et I’expression de tous les facteurs de virulence
chez cette bactérie. Dans la perspective d’un traitement anti-infectieux, il sera donc
primordial de cibler les deux systémes de QS afin de garantir une inhibition maximale de

I’expression de la virulence chez P. aeruginosa.
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2 Le systeme de quorum sensing PQS-MviR :

biosynthése et fonction des 4-hydroxy-2-
alkylquinolines

2.1 Introduction

2.1.1 Découverte du systéme MviR-PQS

Lors de I’étude des systémes Las et Rhl du quorum sensing chez P. aeruginosa, une
nouvelle molécule-signal a été mise en évidence dans une souche ne produisant pas
d’AHL (Pesci et al., 1999). Celle-ci permet d’activer des génes connus pour étre régulés
par le quorum sensing. Cette molécule, identifiée comme étant du 2-heptyl-3-hydroxy-4-
quinolone, a été nommée PQS pour Pseudomonas Quinolone signal (Pesci ef al,, 1999).
En parali¢le, lors d’un criblage 4 la recherche de genes impliqués dans la virulence de P.
aeruginosa (Rahme et al., 1997), un nouveau régulateur transcriptionnel a été mis a jour,
puis caractérisé et nommé MvfR pour Multiple Virulence Factor Regulator (Cao ez al.,
2001; Déziel et al., 2005) ou PqsR (Gallagher ez al., 2002). En absence de ce régulateur,
le PQS n’est pas produit, et un bon nombre de génes de virulence ne sont pas exprimés.
Une analyse transcriptomique comparant I’expression génique d’un mutant mvfR- avec
celle de la souche sauvage PA 14 révele son importante implication dans la régulation des
genes contrlés par le quorum sensing (Déziel et al., 2005).

A la suite d’un autre criblage a la recherche de mutants déficients dans la
production de la pyocyanine, 1’opéron PgsABCDE a été identifié. Les génes qu’il contient
codent des enzymes responsable de la biosynthése du PQS (Gallagher et al., 2002). MvfR
active 1’opéron pgsABCDE ainsi que I"opéron phnAB (Cao et al., 2001; Déziel et al.,
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2005; Gallagher et al., 2002; McGrath et al., 2004). Les génes phn4B contribuent a la
production d’acide anthranilique (Essar et al., 1990a), tandis que les génes pgsABCD
interviennent dans la transformation de [’acide anthranilique en 4-hydroxy-2-
alkylquinolines (HAQ), dont le PQS fait partie (Déziel et al., 2004; Lépine et al., 2004).
Quant au géne pgsE, il n’intervient pas dans la biosynthése des HAQ (Déziel et al., 2004)
mais est nécessaire pour activer le régulon MviR (Déziel et al., 2005; Gallagher et al.,
2002).

2.1.2 Le systéme MvfR-PQS est un nouveau systéme de quorum
sensing chez P. aeruginosa

Le systéme MvfR-PQS peut étre défini comme un réel systéme de quorum sensing,
dont le fonctionnement est similaire aux systémes Las et Rhl. Tout comme ces derniers,
ce systéme est composé d’un régulateur transcriptionnel (MvfR), activant d’une part
I’expression de ses propres ligands (le HHQ, et indirectement le PQS) et d’autre part
I’expression de nombreux génes liés 4 la virulence chez P. aeruginosa. L’activation de la
biosynthése de ses propres ligands permet la mise en place d’une boucle de rétroaction
positive semblable a celles observées dans les systemes LasR — Lasl — 3-0x0-C;;-HSL et
RhIR — RhlI - C4-HSL.

Ce nouveau systéme de quorum sensing est interdépendant des systémes Las et Rhl.
En effet, la biosynthése du PQS nécessite la présence du régulateur LasR (Pesci et al.,
1999), qui contrdle la transcription du géne pgsH (Gallagher et al., 2002) responsable de
la transformation du HHQ en PQS, ainsi que la transcription de mvfR (Wade e al., 2005,
Xiao et al, 2006b). Quant au syst¢tme Rhl, il diminue la transcription de I’opéron
pgsABCDE (McGrath et al., 2004; Xiao et al., 2006b) en se fixant sur des séquences
reconnues par RhIR au niveau du promoteur de ces génes.

Le PQS affecte également les systémes Las et Rhl. Du PQS exogene active la
transcription du systéme Rhl en augmentant la transcription de rhll (McKnight ef al.,
2000), bien qu’en absence de HAQ et donc de PQS, aucun effet sur les AHL ni sur les
régulateurs LasR et RhIR n’ait été observé (Déziel et al, 2005). Etant donné le

chevauchement partiel entre les génes contrdlés par Mv{R et ceux régulés par le systeme
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Rhl (Déziel et al., 2005), il est probable que I’activation du régulon de MvfR passe en
partie par le syst¢me Rhl (Diggle et al., 2003; McKnight et al., 2000; Pesci ef al., 1999),
bien que le systéme MvfR-PQS n’intervienne pas sur la transcription de rhIR directement
(Cao et al., 2001; Déziel et al., 2005). Tout comme pour les AHL des systémes Las et
Rhl, I’ajout de PQS ou de HHQ ne permet pas d’activer le régulon Mv{R en absence de
Mv1R. Ceci est également vrai en absence de PqsE, ce qui confirme le réle primordial de
cette protéine dans I’expression du régulon de MvfR (Déziel et al., 2005).

Prés de 141 génes ont une transcription affectée dans un mutant mvfR’, selon des
données transcriptomiques (Déziel ez al., 2005). Parmi ceux-ci, 55% représentent des
génes connus pour étre régulés par le quorum sensing via les AHL. Sur les 141 génes
affectés, 121 présentent une augmentation de transcription, ce qui confére 8 MvfR un role
d’activateur. Les génes dépendant du quorum sensing les plus affectés sont les génes de
I’opéron pgsABCDE et les génes phnAB, ainsi que les génes codant pour une pompe a
efflux de type RND (Résistance / Nodulation / Division cellulaire) (Aendekerk er al.,
2002). L’expression transcriptionnelle de I'opéron impliqué dans la biosynthése de la
pyocyanine, phzAIBICIDIEIFIGI, est également maintenue a son niveau basal. De
nombreux génes nécessaires a la production de plusieurs toxines et facteurs de virulence
(hcnAB, chiC, lecd, lecB codant pour la biosynthése de I’acide cyanhydrique, pour une
chitinase et pour deux lectines, respectivement) ont une expression moindre chez le
mutant mvfR" (Déziel er al., 2005).

Une étude ultérieure a démontré I'activation directe par MviR de I’opéron
PgsABCDE. Le régulateur reconnait une séquence spécifique (TTCGGACTCCGAA)
appelée boite LysR, centrée a -45 paires de bases du codon d’initiation de la transcription
du gene pgs4 (Xiao et al., 2006b). A ce jour, aucun autre géne identifié dans les données
transcriptomiques n’est régulé par MvfR de maniére directe. L’essentiel du régulon de
MviR est donc indirect. MvfR active I"opéron pgsABCDE, permettant ainsi I’expression
de PqsE et de la voie de régulation menant & I’activation du reste du régulon. Cette
affirmation a été confirmée par les données transcriptomiques du mutant pgsE’, trés
semblables a celles de mvfR™ hormis pour la régulation de I’opéron pgsABCDE lui-méme
(Hazan et al., 2010).
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2.1.3 L'opéron pqsABCDE est responsable de la production de

nombreuses molécules

2.1.3.1 L’opéron pqsABCDE est nécessaire pour la production des 4-
hydroxy-2-alkylquinolines (HAQ)

Plus d’une cinquantaine de molécules appartenant a la famille des HAQ, produites
par la souche sauvage PA14 et absentes dans un mutant mvfR™ ont été identifiées par LC-
MS en 2004 (Déziel et al., 2004; Lépine et al., 2004). Ces HAQ sont regroupés en 5
séries, basées sur la présence d’un hydrogéne ou d’un groupement hydroxyle en position
3, d’un groupement N-oxyde en remplacement de 1’azote du noyau quinoline, et de la
présence d’une insaturation sur leur chaine alkyle (Figure 2-1). Au sein d’une méme
série, la longueur de la chaine aliphatique peut varier de 5 & 11 carbones, selon le nombre
de groupements acétate assimilés (Lépine et al., 2004). Les HAQ les plus abondants en

général sont ceux qui possédent une chaine aliphatique saturée de 7 ou 9 carbones.

5 OH OH o]
6 4\3 Ry 1 OH
. | 2 I | R
N7 "R, N“ 'R N° ~O
8 4 I H
o)
Series 1 R, =H; R, =saturated  Series 4 R = saturated Series 6 R = saturated
HHQ: R, = H; Rz = C1H15 HQNO: R= C1H1s
Series 2 R, =H; R, =unsaturated Series 5 R=unsaturated Series 7 R =unsaturated
Series 3 R, = OH; R, = saturated
PQS: R1 = OH; Rz = C1H15

Figure 2-1. Structure des différentes séries de HAQ présentes chez P. aeruginosa (Lépine et al.,
2004).

Parmi ces molécules, toutes ne sont pas directement produites par I’action des
enzymes codées par I’opéron. La production des HAQ possédant un groupement N-oxyde
(séries 4 et 5 de la Figure 2-1) nécessite la présence de I’enzyme Pgsl. pour étre
synthétisés, bien que le substrat de cette enzyme ne soit pas encore connu (Lépine ef al.,

2004). Les HAQ présentant un groupement hydroxyle en position 3 (série 3 de la Figure
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2-1) tel que le PQS sont les produits directs de ’enzyme PqsH, responsable de ’ajout de
ce groupement hydroxyle (Gallagher ez al., 2002).

2.1.3.2 L’opéron pqsABCDE produit également du 2,4-dihydroxyquinoline

Lors de I’étude de la biosynthése des HAQ, la recherche de dérivés intermédiaires a
mené a I’étude comparative des molécules présentes chez la souche sauvage et chez les
mutants de 1’opéron pgsABCDE. Durant ces travaux, une nouvelle molécule, nommée
2,4-dihydroxyquinoline (DHQ) a été identifiée. Les données les plus récentes ainsi que
les travaux effectués sur cette molécule sont présentés a I’Appendice I ainsi que dans la

publication (Lépine et al., 2007), présentée dans I’ Appendice E.
2.1.4 Voie de biosynthése des HAQ

2.1.4.1 Les HAQ sont issus de la condensation de I'acide anthranilique
avec une chaine aliphatique, synthétisée elle-méme & partir d’acétate

Calfee et al. (2001) ont démontré qu’un ajout d’acide anthranilique radioactif dans
une culture de P. aeruginosa induisait la production de PQS radioactif. Par la suite,
Déziel et al. (2004) ont étendu I’expérience et ont rapporté un marquage systématique de
tous les HAQ en présence d’acide anthranilique marqué. L’acide anthranilique est donc le
précurseur anabolique de tous les HAQ connus a ce jour. De plus, Bredenbruch et al.
(2005) ont montré que le carbone 2 du PQS est issu de Iacétate, appuyant le fait que le
PQS résulte de la condensation d’une chaine aliphatique avec une molécule d’acide

anthranilique.

2.1.4.2 Caractéristiques des génes intervenant dans la biosynthése des
HAQ

2.1.4.2.1 La production d’acide anthranilique dépend de nombreux génes

Tel que mentionné plus haut, les HAQ sont issus de la transformation d’acide
anthranilique par Paction des enzymes PgsA, PgsB, PqsC et PqsD. Le substrat initial
nécessaire a la production des HAQ est donc I'acide anthranilique. Il existe de

nombreuses protéines similaires a des anthranilate synthases au sein du génome bactérien
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de P. aeruginosa. Deux de celles-ci seulement sont réellement affectées a ce role (Essar
et al., 1990a; Essar et al., 1990b). Les génes codant pour celles-ci sont appelés #pEG
(Crawford, 1975) et phnAB (Essar et al., 1990a) (Figure 2-2). Finalement, une troisiéme
voie enzymatique permet de produire de I’acide anthranilique & partir des produits de
dégradation du tryptophane (Evans, 1963) et nécessite ’action des génes kynABC pour le
réaliser (Kurnasov et al., 2003) (Figure 2-2B).
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Figure 2-2. Voie de biosynthése du tryptophane (A) et de I'acide anthranilique (B) (Farrow & Pesci,
2007).
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2.1.4.2.1.1 Les génes #rpE et trpG codent une anthranilate synthase impliquée dans
la biosynthése du tryptophane

En 1990, deux paires de génes ont été identifiées comme des anthranilate synthases
chez P. aeruginosa. Une seule de ces deux paires est réellement impliquée dans la
biosynthése du tryptophane, et les génes ont été nommés trpE et trpG, codant
respectivement pour la sous-unité a et B de ’anthranilate synthase (Figure 2-2). En effet,
une mutation dans ces génes meéne a I’abolition de la production de tryptophane, et seul
un ajout exogéne de tryptophane permet la croissance de ces mutants en milieu pauvre en

ammonium (Essar et al., 1990b).

2.1.4.2.1.2 Les génes phnA et phnB codent une anthranilate synthase

D’abord erronément identifiés comme des génes impliqués dans la biosynthése du
tryptophane (Crawford et al., 1986), les génes phnA et phnB codent respectivement la
sous-unité o et B d’une seconde anthranilate synthase. Ces geénes sont adjacents sur le
génome de P. aeruginosa, et se chevauchent sur 23 paires de base (Essar et al., 1990a).
Une mutation dans ces génes a mené a une diminution drastique de la production de
pyocyanine (la phénazine bleue produite par P. aeruginosa, ceci explique le nom des
génes), tandis que les mutants ne requiérent pas I’ajout de tryptophane pour croitre dans
un milieu faible en ammonium (Essar et al., 1990a). Cette observation démontre que
PhnA et PhnB n’interviennent pas dans la biosynthése du tryptophane.

Les génes phnd et phnB sont les génes situés directement entre ’opéron
PqsABCDE, et le géne mvfR (Figure 2-3), suggérant un lien avec le syst¢tme MvfR-PQS.
Cet opéron, distinct de celui des génes pgsdBCDE, est positivement régulé par MvfR
(Cao et al., 2001; Déziel et al., 2004; Déziel et al., 2005). Une mutation dans ces génes
induit une diminution de production de PQS (Gallagher ef al., 2002), ce qui démontre le

role de PhnA et PhnB dans la production du précurseur des HAQ.
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Figure 2-3. Arrangement génomique de la région de I'opéron pgsABCDE, de mvfR et de phnAB
(www.pseudomonas.com).

Bien que P. aeruginosa posséde deux anthranilate synthases, il est maintenant
évident que celles-ci possédent des propriétés spécifiques et interviennent dans des voies

métaboliques différentes.

2.1.4.2.1.3 Les génes kynA, kynB et kynU codent des enzymes impliquées dans la
dégradation du tryptophane en acide anthranilique

Outre via Dactivité enzymatique de ses deux anthranilate synthases, P. aeruginosa
est également capable de générer de I’acide anthranilique a partir de la dégradation
enzymatique du tryptophane par la voie de la kynurénine. En effet, par I’action des
enzymes KynA, KynB et KynU, le tryptophane est dégradé en kynurénine puis en acide
anthranilique (Farrow & Pesci, 2007; Kurnasov et al., 2003) (Figure 2-2). Si au départ
I’anthranilate synthase PhnAB a été considérée comme fournisseur principal de I’acide
anthranilique pour la production des HAQ, de nouvelles évidences ont montré que la voie
de la kynurénine est également une source importante de précurseur pour les HAQ
(Farrow & Pesci, 2007). En effet, un ajout de tryptophane marqué mene a la production
de PQS marqué et ce processus est aboli dans une souche dont la voie de la kynurénine a
été bloquée. Les mutants kynd” et kynU produisent peu ou pas de PQS (détectable par
chromatographie en couche mince) dans un milieu riche en tryptophane (Farrow & Pesci,
2007), ce qui suggere que la voie de la kynurénine est la voie principale de production
d’acide anthranilique dans ces conditions.

Tel que représenté dans la Figure 2-2, il existe donc deux voies métaboliques
distinctes, sources de I’approvisionnement en acide anthranilique utilisable pour la
biosynthése des HAQ. Une étude suggére que la voie de synthése de I’acide anthranilique
par I’anthranilate PhnAB serait davantage utilisée en milieu minimal lorsque la
concentration en tryptophane est faible, tandis que la voie de la kynurénine fournirait
I’acide anthranilique nécessaire a la production de HAQ en milieu riche (Farrow & Pesci,

2007). Ceci expliquerait la raison pour laquelle un mutant kyn4” ou kynU™ ne produit plus
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de PQS malgré la présence de PhnAB en milieu riche, et pourquoi un mutant phndB n’en

produit pas en milieu pauvre malgré la présence de la voie de la kynurénine.

2.1.4.2.1.4 Les génes antABC dégradent I’acide anthranilique en catéchol

Les génes antd, antB et aniC codent une anthranilate dioxygénase. Celle-ci
transforme I’acide anthranilique en catéchol chez Acinetobacter sp. ADP1 (Bundy et al.,
1998). Des homologues de ces 3 génes ont été identifiés chez P. aeruginosa, & proximité
d’un régulateur putatif anfR (Urata et al., 2004). Les génes antABC et antR de P.
aeruginosa appartiennent aux régulons de MvfR et de RhIR. RhIR associé a son auto-
inducteur active leur transcription, probablement via AntR, tandis que MviR les réprime
(Oglesby et al., 2008; Schuster ef al., 2003).

2.14.2.2 PgsA, PqsB, PqsC et PqsD transforment I’acide anthranilique en
HAQ

2.1.4.2.2.1 PqsA est une acyl-coenzyme A ligase

Le processus théorique de formation des HAQ est la condensation de I’acide
anthranilique et d’un acide 3-hydroxy-alcanoique. Afin de rendre cette réaction possible,
I’'un ou I’autre de ces deux précurseurs doit étre activé, par exemple au moyen d’une
coenzyme A (Cornforth & James, 1956; Ritter & Luckner, 1971). En analysant les
fonctions prédites des génes de I’opéron pgsABCDE, il s’avére que le produit du géne
pqsA (PA0996 dans PAOI, PA14 51430 dans PA14) est homologue & une variété d’acyl
coenzyme A (acyl CoA) ligases. Par exemple, il présente 48% de similitude avec une
CoA ligase de Rhodopseudomonas palustris. L’hypothése d’une activation par PgsA a
donc été étudiée. Et en effet, en présence d’acide anthranilique, d’ATP et de CoA,
I’enzyme purifiée a catalysé la formation d’anthranoyl CoA (Coleman et al., 2008)
(Figure 2-4).
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Figure 2-4. Transformation de I'acide anthranilique en anthranoyl-CoA catalysée par I'enzyme PgsA
(Zhang et al., 2008).

2.1.4.2.2.2 PqsD est une acétyl-CoA ACP transacétylase nécessaire a la formation
du HHQ

PgsD est une protéine de 337 acides aminés, de 36 kDa sous forme de monomere,
ou de dimeére de 72 kDa en solution. Son rdle dans la biosynthese des HAQ n’est pas
défini. Sa présence est cependant absolument requise pour permettre la production de ces
molécules. Elle présente des homologies avec I’enzyme FabH, une enzyme de
condensation, et posséde les résidus Cys-His-Asn du site actif caractéristique de cette
famille d’enzymes. Les enzymes de condensation jouent un roéle central dans la
biosynthése des acides gras. Elles sont responsables de I’élongation de la chaine
aliphatique par I’ajout de deux carbones (White et al., 2005). Ces enzymes catalysent la
condensation de Claisen pour former un lien carbone-carbone, en passant par un
intermédiaire dans lequel la chaine aliphatique est associée a I’enzyme (Heath & Rock,
2002). L’acyl-enzyme est formée par le transfert de la chaine aliphatique a partir d’un
acyl-CoA ou d’un acyl-ACP sur le résidu cystéine du site actif de I’enzyme via un lien
thioester. Ensuite, I’acyl-ACP est décarboxylé, formant ainsi un carbanion, qui vient
attaquer I’intermédiaire acyl-enzyme pour former le produit 3-céto-acyl-ACP.

Il existe des exemples d’enzymes de type FabH impliquées dans la biosynthése

d’autres composés que les acides gras. Les synthases de polykétides, tant bactériennes

50



que végétales, sont toutes des enzymes de type FabH (Austin & Noel, 2003). Leur
particularité est qu’elles utilisent les esters-CoA exclusivement et catalysent des réactions
supplémentaires 4 la condensation, telles que des cyclisations (Ferrer ef al., 1999). PgsD
possede des analogies tant avec les enzymes FabH qu’avec les synthases de polykétides
(PKS), puisqu’il parvient & utiliser I’ACP comme substrat similairement 4 FabH, mais
qu’il pourrait cataboliser une réaction de cyclisation additionnelle comme le font les PKS.
Le site actif de PqsD, plus large que celui de FabH, ainsi qu’une possibilité théorique de
changement de conformation pourrait faciliter I"utilisation d’un substrat plus gros que le
malonyl, tel qu’un B-céto-décanoate, nécessaire a la formation des HAQ (Bera et al.,
2009).

2.1.4.2.2.3 PqsB et PqsC ont des homologies avec des synthases de protéines beta-
céto-acyl-acyl-carrier

Aucune étude ne s’est encore penchée sur la fonction enzymatique des enzymes
PqsB et PqsC. Selon leur séquence protéique, elles ont des homologies avec des
synthases de protéines acyl-carrier (ACP). Elles sont prédites pour étre des enzymes de
condensation, mais les résidus du site actif impliqués dans les réactions de condensation
ne sont pas tous présents. PqsC ne posséde pas le résidu Asn, et PgsB ne posséde aucun
des trois résidus Cys-His-Asn. Néanmoins, leur région N-terminale présente les domaines
typiques de la superfamille des enzymes de condensation de type FabH (Zhang et al,
2008).

Etant donné leur role essentiel pour la biosynthése des HAQ, il est probable que ces
enzymes soient impliquées dans Dactivation ou le transport de I’acide gras et sa
condensation avec I’acide anthranilique. La production de HHQ implique la condensation
de I’anthranoyl-CoA avec un B-céto-décanoate associé par un lien thioester & un acyl-
ACP ou un CoA (Bredenbruch et al., 2005). En principe, cette réaction, analogue a celle
observée pour la formation du DHQ, peut étre catalysée par PqgsD, PgsB ou PqsC (Figure
2-5).
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Figure 2-5. Schéma hypothétique de Ia voie de biosynthése du HHQ et du PQS (Bera ef al., 2009).

2.1.4.2.3 PgqsH transforme le HHQ en POS

PqsH est prédite pour étre une monoxygénase flavine-adénine-dinucléotide (FAD)-
dépendante, un type d’enzyme qui utilise le NAD(P)H et I’oxygéne pour catalyser
I’hydroxylation de composés aromatiques (Massey, 1995). Elle est requise pour la
biosynthése du PQS (Gallagher et al., 2002) et sa transcription est régulée par LasR
(Diggle et al., 2003; Gallagher e al., 2002; Whiteley ef al., 1999). Elle serait responsable
de I’hydroxylation du HHQ pour former du PQS (Figure 2-6).

Le logiciel de prédiction psortb (http://www.psort.org/psortb/index.html), le plus
fiable actuellement, ne parvient 4 prédire aucune localisation pour cette protéine, bien que
certains autres programmes lui aient prédit un emplacement périplasmique. La
localisation périplasmique de PqsH permettrait de convertir le HHQ extracellulaire en
PQS intracellulaire, ce qui garantirait un meilleur échange de signaux entre les individus
d’une population. Ainsi, seul le HHQ extérieur provenant des autres individus serait

transformé en PQS et activerait le régulon Mv{R (Déziel et al., 2004).

OH O
= =
N C7H15 N C7H15
HHQ PQS

Figure 2-6. Production de PQS a partir du HHQ par I'action de PqsH. Adapté de Bera ef al. (2009) .

2.1.4.2.4  PgsL est impliqué dans la biosynthése du HONO

Le géne pgsL est prédit pour coder une protéine de la famille des monoxygénases

FAD-dépendantes (www.pseudomonas.com). Une mutation dans ce géne génére une
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surproduction de HHQ et de PQS, menant 3 un phénotype d’autolyse et d’iridescence.
L’augmentation de leur production suggerait un lien entre la fonction de PgsL et la
production de HAQ (D'Argenio ef al., 2002). Par la suite, Déziel et al. (2004) et Lépine et
al. (2004) ont montré que PqsL est nécessaire pour la biosynthése des HAQ N-oxydes
(HQNO).

Le substrat de PgsL est encore inconnu. Le HHQ n’est pas un candidat, car un
ajout de HHQ marqué ne génére pas de HQNO marqué (Déziel et al., 2004). Toutefois, la
voie de biosynthése du HQNO reste liée a celle du HHQ, puisque toutes deux nécessitent
I"action des mémes enzymes, et que I’absence de HQNO génére par conséquent une

augmentation de production des autres HAQ.

H
HQNO ™
N
)
H o

PqsA PqsB quc-o
e —
H

A e H“

lAnthranilic acid
oo

Figure 2-7. Biosynthése du HQNO. Adapté de Déziel et al. (2004).
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2.1.4.2.5 MvfR régule la transcription de l’o opéron pqgsABCDE

La protéine MvfR, appelée également PgsR, est un régulateur de type LysR (Cao er
al., 2001). La plupart de ces régulateurs ont environ 300 acides aminés. Leur extrémité
N-terminale contient un domaine de liaison a I’ ADN et leur extrémité C-terminale code
un domaine de liaison & un ligand inducteur permettant d’activer le régulateur (Schell,
1993; Tyrrell et al., 1997). La production de ces ligands est en général sous le contrdle
direct du régulateur qu’ils activent. C’est le cas du HHQ, produit par les enzymes
PgsABCD, dont I’expression des geénes est directement contrélée par MvfR. C’est

¢galement le cas du PQS, qui est un dérivé direct du HHQ. Néanmoins, le géne codant
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pour ’enzyme réalisant la transformation du HHQ en PQS, pgsH, n’est pas régulé par
MvfR (Déziel et al., 2005). MviR ne contrdle donc qu’indirectement la production de
PQS.

Le PQS augmente Paffinité du domaine de liaison & ’ADN de MvfR pour le
promoteur de pgs4-E (Wade et al., 2005), ce qui suggere qu’il pourrait €tre le ligand de
ce régulateur. Néanmoins en absence de PQS, dans un mutant pgsH, ’activation de la
transcription de pgs4-E par MviR a toujours lieu. Cette observation a mené a la
découverte que le HHQ est également un ligand de MvfR (Xiao et al., 2006a). La liaison
physique du HHQ et du PQS sur le site d’attachement & un ligand de Mv{R a été
confirmée. Cette association induit un changement de conformation de MvfR nécessaire a
sa fixation au promoteur des génes qu’il régule. In vitro, le PQS posséde une affinité
beaucoup plus importante que le HHQ pour le site de fixation sur MviR. Une
concentration cent fois plus faible de PQS par rapport au HHQ induit une activation
semblable de MvfR (Xiao et al., 2006a). Par contre, & une concentration proche de la
concentration physiologique de P. aeruginosa, le PQS est environ 2 a 3 fois plus efficace
pour activer MvfR (Xiao ef al., 2006a). Cette différence suggére que la fixation du HHQ
ou du PQS induirait un changement de conformation différent en fonction du ligand fixé,
ce qui modifierait I’affinité de Mv{R pour les séquences promotrices auxquelles il se fixe.

Généralement, les régulateurs de type LysR controlent négativement leur propre
transcription (Schell, 1993). MvfR, présent dans la fraction membranaire, posséde la
capacité d’étre clivé entre les résidus 146 et 147 en phase stationnaire pour se retrouver
en partie dans le milieu extracellulaire (Cao ef al., 2001). Cette modification est induite
par le surnageant de la souche sauvage PAl4, mais n’a pas lieu en présence du
surnageant d’un mutant mvfR". Le clivage dépend donc d’un facteur sous le contrdle de
MvfR. Ce clivage rend MvfR inactif et incapable d’affecter la transcription des genes
qu’il régule, ce qui méne & une boucle de rétroaction négative. L’analyse de la séquence
de MvfR montre un possible peptide signal de 24 acides aminés dans la portion N-
terminale qui n’est pas impliqué dans le clivage mentionné précédemment (Cao ef al.,
2001). Par contre, depuis ces travaux publiés en 2001, aucune autre étude publiée ne s’est

penchée sur ce phénomene de clivage particulier 8 MviR.
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2.1.5 Les HAQ ont de nombreuses fonctions biologiques
2.1.5.1 Les 4-hydroxyquinolines ont des propriétés antibactériennes

2.1.5.1.1 4-hydroxyquinolines synthétiques et naturelles

Le premier role attribué aux 4-hydroxyquinolines synthétiques est un role
antibactérien, induisant entre autres la réponse SOS de réparation de I’ADN (Kaminsky
& Meltzer, 1968; Markees ef al., 1974; Phillips et al., 1987). L’acide nalidixique a, entre
autres, €t¢ utilisé comme antibiotique pour traiter les infections du tractus urinaire
pendant plusieurs années, mais Iapparition de microorganismes résistants a mené i
diminuer son usage (Sarkozy, 2001). Par la suite, de nombreuses fluoroquinolones ont été
utilisées dans le domaine vétérinaire, telles que ’amifloxacine, la ciprofloxacine, la
danofloxacine, la difloxacine et la norfloxacine (Sarkozy, 2001).

P. aeruginosa produit naturellement des 4-hydroxyquinolines alkylées (appelées
précédemment les composés pyo et actuellement les HAQ). Celles-ci ont un effet
antibactérien contre d’autres microorganismes (Lacey ef al., 1995; Wells, 1952). Cet effet
disparait toutefois lorsqu’on utilise des extraits des mutants pgs4” ou mvfR’, qui eux n’ont
aucun effet antibactérien contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Déziel et al.,
2004). 11 reste a noter que le PQS ne posséde pas d’activité antibactérienne (Pesci et al.,
1999). Quant au HHQ, bien qu’il ait été identifié comme substance antimicrobienne lors
de sa découverte (Leisinger & Margraff, 1979; Wells, 1952), aucune activité antibiotique

n’a été observée par la suite en présence de la molécule pure (Déziel et al., 2004).

2.1.5.1.2  Les HAQ N-oxydes inhibent la respiration bactérienne chez

Plusieurs espeéces

Les HAQ N-oxydes dont le HQNO sont ceux possédant la plus forte activité
inhibitrice envers de nombreuses bactéries 4 Gram positif (Lightbown & Jackson, 1956;
Machan et al., 1992) mais également envers quelques-unes a Gram-négatif (Y oshikawa et
al., 1999). Chez les bactéries a Gram-positif, le HQNO inhibe le transfert d’électrons
nécessaire a la respiration cellulaire. Plus précisément, il capte I’électron transféré entre

les deux hémes constituant le cytochrome b et entre le cytochrome b et le centre fer-
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soufre du complexe cytochrome bc;, ce qui rompt la chaine de transfert des électrons
(Matsuno-Yagi & Hatefi, 1996; Trumpower, 1990a) (Figure 2-8).

Le cytochrome bc; est le mécanisme de respiration cellulaire le plus commun chez
les procaryotes. On le retrouve chez les bactéries 4 Gram positif, & Gram négatif, chez
celles utilisant ’azote, 1’oxygéne et le soufre comme accepteurs d’électrons, chez les
bactéries photosynthétiques oxygéniques et anoxygéniques ainsi que chez les
mitochondries des eucaryotes (Trumpower, 1990b).

L’effet du HQNO sur le cytochrome bc; n’explique pas la raison pour laquelle
certaines souches bactériennes y sont sensibles et d’autres résistantes. Il se peut que
certaines possédent des voies alternatives au cytochrome bci, ce qui limiterait 1’effet
toxique du HQNO. Le HQNO agit aussi sur d’autres enzymes telles que plusieurs
cytochromes, des flavines (Kogut & Lightbown, 1962) ainsi que la NADH-quinone
réductase (NQR) (Fadeeva et al, 2008). Cette enzyme est une pompe & sodium
nécessaire 2 la respiration et a la production d’énergie de plusieurs espéces de Vibrio
(Unemoto & Hayashi, 1993), de Klebsiella pneumoniae et d’Azotobacter vinelandii. 11 est
également possible que des organismes soient capables de devenir résistants au HQNO en
le dégradant par exemple, ou en exprimant une « cytochrome bd quinole oxydase »
résistante codée par les génes cyd4B dans plusieurs bactéries du genre Staphylococcus
(Voggu et al., 2006).

56



Figure 2-8. Inhibition de la chaine respiratoire par le HQNO : blocage du cytochrome bel
(Trumpower, 1990a).
Les croix blanches représentent les transferts d’électrons bloqués par le HQNO.

2.1.5.1.3 Le HONO peut protéger certaines bactéries contre des antibiotiques

L’inhibition de la chaine respiratoire par le HQNO exerce également une action
protectrice pour certaines bactéries 4 Gram positif contre les antibiotiques de la famille
des aminoglycosides. Le mécanisme d’entrée de ces molécules dans la cellule dépend du
transfert d’¢lectrons établi pour la respiration cellulaire (Lightbown, 1954). Le HQNO, en
bloquant la respiration de la bactérie Staphylococcus aureus (qui ne posséde pas de
cytochrome bd quinole oxydase résistante) (Voggu et al., 2006), la pousse a se convertir
a une croissance par fermentation (anaérobie). Cette modification est accompagnée par
une diminution en production d’ATP. Cela ralentit la croissance cellulaire, induisant ainsi
le phénotype variant de petites colonies (SCV-Small colony variants), résistantes aux
aminoglycosides et persistant dans les infections chroniques (Biswas et al, 2009;
Hoffman et al., 2006).
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2.1.5.1.4 Les HAQ N-oxydes protégent P. aeruginosa du phénotype

d’autolyse et iridescence

Enfin, bien qu’encore largement incompris, un mutant pgsL™ posséde un phénotype
de forte autolyse et d’iridescence en milieu solide (D'Argenio ef al., 2002). Ce phénotype
s’observe également dans un mutant JasR™ (D'Argenio et al., 2007). On ne sait pas si la
cause de ce phénotype est due 4 I’absence de I’enzyme PqsL ou a I’absence de HQNO.
Néanmoins, un ajout de HQNO fait disparaitre le phénotype d’iridescence et d’autolyse
sur une gélose (Dr. Luke Hoffman, communication personnelle), ce qui suggére que cette
molécule est bien responsable de la protection de P. aeruginosa contre un stress encore
inconnu. En culture liquide, le mutant pgsL™ posséde une croissance similaire a celle de la
souche sauvage. Aucun agrégat n’est observable, ni aucun autre phénotype témoignant
d’une lyse cellulaire précoce ou amplifiée.

Il est peu probable que I’autolyse en milieu solide soit d’origine bactériophagique,
car aucune autolyse générée par prés de 150 bactériophages testés sur P. aeruginosa ne
présente ’aspect métallique typique des mutants autolytiques et iridescents (metalic
sheen) (Zierdt, 1971). Quant a I’identité du matériel iridescent, il s’agit d’une forte
concentration de HHQ (D'Argenio ef al., 2007; Zierdt, 1971). Bien que les deux
phénotypes (autolyse et iridescence) aient toujours été associés, aucune piste ne permet

de savoir s’ils le sont réellement, ou si I’un induit I’apparition de I’autre.

2.1.5.2 Les HAQ sont des molécules-signal

Le HHQ et le PQS ont clairement été identifiés comme molécules-signal (Déziel et
al., 2004; Diggle et al., 2007). En effet, tous deux se fixent au régulateur transcriptionnel
MvfR. Cette association méne 4 un changement conformationnel du régulateur, qui lui
permet de se fixer sur les promoteurs qu’il contréle (Xiao et al., 2006a). De plus, il a été
proposé que le HHQ et le PQS établissent un systéme de communication intercellulaire,
le HHQ exogéne étant transformé au niveau de la membrane cellulaire en PQS pour

conduire le signal au sein de la cellule (Déziel ez al., 2005).
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2.1.5.3 Les HAQ sont impliqués dans la virulence de P. aeruginosa

Le HHQ et le PQS sont les auto-inducteurs du régulateur transcriptionnel MvfR. Le
systéme MvfR-PQS est connu pour réguler de nombreux facteurs de virulence tels que la
production d’élastase, de lectines, de rhamnolipides et de pyocyanine (Diggle et al.,
2003; Gallagher ef al., 2002; Pesci et al., 1999). Ce systéme est requis pour I’expression
de la virulence et la pathogénicité de P. aeruginosa dans de nombreux organismes tels
que les nématodes (Gallagher & Manoil, 2001; Mahajan-Miklos ez al., 1999), les plantes
(Rahme er al., 1997) et les souris (Lau et al., 2004). Le HHQ et le PQS sont également
produits par P. aeruginosa dans les poumons des individus atteints de fibrose kystique ou
chez les grands briilés (Collier e al., 2002; Machan et al., 1992). Le PQS a également un

effet sur la réponse immunitaire humaine (Hooi ef al., 2004).

2.1.5.4 Le PQS estimpliqué dans Ia formation des microvésicules

Les microvésicules sont de petites structures sphériques qui émergent de la
membrane externe des bactéries 2 Gram négatif et qui peuvent fusionner avec les
membranes d’'une autre cellule (Kadurugamuwa & Beveridge, 1995: Kadurugamuwa &
Beveridge, 1997). Elles sont majoritairement constituées de phospholipides et de lipo-
polysaccharides. Chez P. aeruginosa, la majorité du PQS extracellulaire, peu soluble, est

véhiculé dans, ou associé &, ces microvésicules (Mashburn & Whiteley, 2005).
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Figure 2-9. Formation et composition des microvésicules. Adapté de Kuehn & Kesty (2005)
OM : membrane externe; IM : membrane interne; PG : peptidoglycan; Pp : périplasme LPS : lipo-
polysaccharides; Cyt : cytosol.

Le PQS serait nécessaire a la formation de ces microvésicules, indépendamment de
son contexte d’activateur de MvfR (Mashburn & Whiteley, 2005). Le PQS interagit avec
les lipopolysaccharides (LPS), constituant majeur de la membrane bilipidique externe.
Le groupement hydroxyle du PQS est nécessaire & son association avec le groupement
phosphate du lipide A (Mashburn-Warren ez al., 2008), lipide d’ancrage des LPS. La
chaine aliphatique du PQS interagit également avec le lipide A.

2.1.5.5 Le PQS intervient dans la balance d’oxydo-réduction

En fonction des conditions environnementales dans lesquelles se trouvent les
bactéries, il est important que le métabolisme cellulaire s’ajuste. En situation de stress,
celles-ci doivent activer leurs mécanismes de survie, tandis qu’en situation de
colonisation d’un milieu riche elles cherchent a éliminer leurs compétiteurs. En présence
de PQS, les cellules deviennent plus sensibles aux stress oxydatifs et la fragmentation
ainsi que la libération d’ADN en dehors de la bactérie sont augmentées (Haussler &

Becker, 2008). Ces effets néfastes du PQS pourraient mener a la mort des bactéries peu
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adaptées aux stress auxquels elles sont exposées. Par contre, I’induction d’un stress
oxydatif et la libération d’ADN sont également des signaux d’alarme pergus par la
bactérie et induisant chez elle les modifications métaboliques nécessaires a sa survie,
telles qu’une meilleure tolérance aux rayonnements UV et une dégradation des espéces
réactives a I’oxygéne. Ainsi, le PQS, pro-oxydant, générerait un stress qui pourrait
permetire aux cellules de s’adapter aux conditions environnementales difficiles en
stimulant la production de facteurs anti-oxydants. Ceci se ferait au détriment des bactéries

moins adaptables et au bénéfice des plus versatiles (Haussler & Becker, 2008).

2.1.5.6 Le PQS a un effet chélateur

Une étude transcriptomique a étudié I’effet de PQS exogene sur P. aeruginosa. De
nombreux génes impliqués dans I’acquisition du fer par les sidérophores (les génes de
biosynthése et de régulation de la pyochéline pchDCBA, pchF ainsi que de son récepteur
JptA et les génes de biosynthése de la pyoverdine pvdA et pvdD) et dans I’induction d’un
stress oxydatif sont surexprimés par cet ajout (Bredenbruch et al., 2006). Ces résultats ont
été confirmés par une étude paralléle (Diggle et al., 2007). L’effet d’un ajout de PQS sur
la transcription de ces génes pourrait se faire via le régulateur Fur, connu pour réprimer
les génes d’acquisition du fer lorsque celui-ci est abondant (Prince et al., 1991), car de
nombreux génes de son régulon se retrouvent présents dans le transcriptome d’une
souche exposée a un ajout de PQS (Bredenbruch er al., 2006). Plusieurs autres études
transcriptomiques montrent que le manque de fer et le stress oxydatif sont deux
conditions liées, 'une induisant ’autre et vice versa (Chang et al., 2005; Ochsner et al.,
2002; Palma et al., 2004; Salunkhe er al., 2005).

Un ajout de PQS diminue fortement la quantité de fer libre dans le milieu cellulaire
a pH physiologique, comme le font les chélateurs. La formation d’un complexe PQS-Fe
pour un ratio de 3 pour 1 a été détectée et confirme le lien entre I’ajout de PQS, Ia
diminution de fer libre, et la réponse phénotypique a un manque de fer en présence de
PQS (Bredenbruch er al., 2006, Diggle et al., 2007).

L’association entre le PQS et le fer ne permet pas une meilleure acquisition du fer
par la bactérie, ce qui démontre que le PQS n’agit pas comme un sidérophore. Par contre,

puisque le PQS se lie facilement aux membranes bactériennes, celui-ci pourrait permettre
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de retenir le fer 4 proximité de la cellule jusqu’a ce qu’un sidérophore vienne fixer ce
dernier pour étre assimilé (Diggle et al., 2007).

Le PQS affecte des génes dépendants du systéme Rhl via I’appauvrissement en fer
du milieu, qui active ce systéme (Bredenbruch er al., 2006). Ce méme mécanisme
n’intervient toutefois pas dans le contrdle du régulon de Mv{R par le PQS, qui agit sur ce
régulateur directement et indépendamment de la concentration en fer libre dans le milieu
(Diggle et al., 2007). Toutefois, il est possible que le complexe PQS-fer module activité
de la molécule en la rendant moins active dans son rdle de ligand de MvfR (Hazan et al.,
2010).

Le HHQ ne posséde aucune activité chélatrice, bien que certains aient rapporté que
le HNQ puisse en avoir une (Royt ef al., 2001). Une autre étude a néanmoins montré que
seules les di-hydroxyquinolines comme le PQS, et non les mono-hydroxyquinolines
comme le HHQ ou le HNQ, pouvaient chélater le fer (Bredenbruch et al., 2006).

Il reste 3 mentionner que la production de PQS est fortement diminuée dans des
conditions ou le fer est abondant. Lorsque le fer n’est pas un facteur limitant, le
régulateur Fur réprime ’expression de deux petits ARN régulateurs, prrFI et prrF2
(Wilderman et al., 2004). Ces deux petits ARN régulateurs répriment les génes antABC,
ce qui limite la dégradation de ’acide anthranilique et augmente la disponibilité de ce
substrat pour la production des HAQ et donc du PQS. En leur absence, I’acide
anthranilique est davantage dégradé et le PQS est donc moins abondant (Oglesby ez al.,
2008). Dans le méme sens, lorsque le fer devient manquant, le régulateur Fur active un
autre régulateur, PvdS, qui vient activer la transcription de MvfR en se fixant sur une
région IS (Iron Starvation) présente sur son promoteur, ce qui génere une plus forte

production de HAQ (Ochsner et al., 2002).

2.1.6 Les HAQ sont produits par plusieurs genres bactériens

Les précurseurs des HAQ sont des molécules trés communes. La chaine aliphatique
requise pour leur formation est un produit de la biosynthése des acides gras, et 1’acide
anthranilique est nécessaire & la formation de certains acides aminés aromatiques. Ces

deux précurseurs se retrouvent donc dans un trés grand nombre de microorganismes. On
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peut alors supposer que la production de HAQ puisse étre réalisée par des
microorganismes autres que P. aeruginosa. Bien que des homologues de chaque enzyme
de I’opéron pgsABCDE impliquée dans la biosynthése des HAQ soient présents dans
d’autres espéces bactériennes, pour l’instant seules certaines espéces du genre
Burkholderia sont connues pour posséder un opéron entier homologue & pgsABCDE
(Diggle et al., 2006b; Vial er al., 2008), dont les espéces B. pseudomallei, B.
thailandensis, B. oklahomensis ainsi que B. ambifaria, cette derniére appartenant au
complexe cepacia.

Intégrées auparavant erronément dans la famille des Pseudomonas (Yabuuchi et al,
1992), Burkholderia appartient au groupe des B-protéobactéries, retrouvées dans de
nombreuses niches écologiques telles que le sol, les plantes, les rhizosphéres, I’eau, les
insectes, les champignons, les milieux hospitaliers et les humains (Coenye & Vandamme,
2003). Plusieurs espéces vivent en symbiose avec des plantes (Richardson ez al., 2002)
tandis que d’autres, telles que les bactéries du complexe cepacia, se sont adaptées a un
rdle de pathogéne opportuniste et sont responsables d’infections respiratoires chez les
individus souffrant de la fibrose kystique (Coenye et al., 1999). Enfin, deux especes, B.
mallei et B. pseudomallei, sont de véritables pathogeénes des humains et des animaux,
responsables respectivement de la morve (Lehavi et al., 2002; Whitlock et al., 2007) et de
la mélioidose (Ip e al., 1995; Perret, 1997). B. thailandensis est une proche parente de B.

pseudomallei mais est considérée comme avirulente (Brett et al., 1998).

2.1.6.1 Plusieurs espéces de Burkholderia produisent des HAQ méthylés,
les HMAQ

L’homologie entre ’opéron trouvé dans les especes de Burkholderia et 1’opéron
PqsABCDE a été confirmée par une complémentation d’un mutant pgsA” et pgsE de P.
aeruginosa avec I’expression de hhgd et hhqE de B. pseudomallei respectivement
(Diggle et al., 2006b). Une analyse des composés sécrétés par B. pseudomallei a révélé la
présence de HHQ et d’autres composés de la famille des HAQ, mais en des
concentrations extrémement faibles par rapport a P. aeruginosa. Cette production n’est
pas détectée dans un mutant hhgd’, ce qui supporte son implication dans la biosynthése

des HAQ des espéces de Burkholderia (Diggle et al., 2006b).
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Une étude plus poussée de 1’opéron hhqgABCDE a révélé que I’opéron présent dans
les espéces de Burkholderia contient 2 génes supplémentaires en aval de hhqE, et que le
dernier était impliqué dans la méthylation des HAQ. En effet, la presque totalité des HAQ
présents chez Burkholderia possédent un groupement méthylé en position 3 et sont en fait
des 4-hydroxy-3-méthyl-2-alkylquinolines (HMAQ). L’opéron a alors été renommé
hmqABCDEFG (Vial et al., 2008) (Figure 2-10). Une autre différence structurelle entre
les HAQ et les HMAQ est la position de I’éventuelle insaturation sur la chaine
aliphatique. Alors qu’elle se situe en position 1° chez P. aeruginosa, elle se retrouve en

position 2’ dans le genre Burkholderia (Vial et al., 2008).

P. aeruginosa PA14

e e

PgsA pgsB pgsC pgsD pgsE phnA phnB Pgs

) g e e

Bamb-5762 hmgA hmgB hmqC hmqD hmqE hmqF hmqG Bamb-5770
B. ambifaria AMMD

Figure 2-10. Comparaison de la région codant pour les enzymes de biosynthése des HAQ et des
HMAQ chez P. aeruginosa et B. ambifaria respectivement (Vial et al., 2008).

Aucun homologue de pgsH n’a été identifié chez les espéces de Burkholderia
possédant 1’opéron hmqgABCDEFG. Ceci expliquerait qu’aucun PQS n’a été détecté dans
ces souches bactériennes (Diggle et al., 2006b). Par contre, un homologue de pgsL a été
découvert chez B. thailandensis et B. pseudomallei et a été nommé hmqL. La présence de
ce géne homologue corrobore la détection de HMAQ N-oxydes dans ces deux souches, et
I’absence de ces composés dans B. ambifaria qui ne posséde pas de hmgL (Vial et al.,
2008).

Le role des HMAQ dans Burkholderia est encore incertain. A ce jour, aucun gene
codant pour un régulateur homologue & mvfR n’a été identifié a proximité de I’opéron
hmgABCDEFG (Vial et al., 2008). Leurs propriétés de ligand éventuel ne peuvent donc
pas étre directement démontrées. Si les HAQ régulent I’expression de nombreux facteurs

de virulence tels que les sidérophores et les exoprotéases chez P. aeruginosa, les HMAQ
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ne partagent pas cette propriété chez Burkholderia (Diggle et al., 2006b). Par contre, les
colonies des mutants hmgA™ de B. pseudomallei possédent un phénotype particulier, ou
Iaspect habituellement bombé et lisse des colonies est remplacé par une surface ridée.
Selon des travaux de notre laboratoire, ce phénotype est toutefois inversé chez B.
thailandensis, avec une apparence plus lisse pour le mutant hmg4- par rapport a la souche
sauvage. L’activité élastase, connue pour é&tre régulée négativement par le quorum
sensing chez P. aeruginosa (Gambello & Iglewski, 1991; Toder et al, 1991) est
augmentée dans un mutant smgA" chez B. pseudomallei (Diggle et al., 2006b). De plus,
bien que le systéme Mv{R-PQS n’affecte pas la production d’AHL, les inducteurs des
systtmes de quorum sensing Las et Rhl chez P. aeruginosa, les HMAQ affectent ces
molécules chez B. ambifaria (Vial et al., 2008). Les mutants hmgA’, déficients dans la
production de HMAQ, ainsi que hmqG, déficient dans I’ajout du groupement méthyle en
position 3’ sur les HAQ, présentent une augmentation de ces auto-inducteurs, ce qui
suggere un role des HMAQ dans le quorum sensing de Burkholderia et I’importance de la

méthylation dans cette fonction (Vial et al., 2008).
2.1.7 Objectifs du projet

2.1.7.1 Objectifs spécifiques au chapitre

Tel que décrit dans I’introduction de ce document, I’objectif principal est de
caractériser de maniére approfondie les processus de communication intercellulaire chez
P. aeruginosa. Alors que le premier chapitre de ma thése se concentre sur les systémes
Las et Rhl, dans ce nouveau chapitre je m’intéresse exclusivement au systeme MvfR-
PQS, et plus particuliérement aux molécules-signal qu’il synthétise et dont il dépend, les
HAQ. Les objectifs spécifiques de ce chapitre sont :

1. L’identification de tous les génes impliqués dans la biosynthése des HAQ

2. Larecherche d’inhibiteurs spécifiques de la voie de biosynthése des HAQ

3. La caractérisation de la voie métabolique empruntée pour la biosynthése de ces
molécules

4. L’importance biologique de ces molécules ainsi que leur rdle spécifique au sein

de la cellule.
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2.1.7.2 Méthodologie et approche globale

Plusieurs génes impliqués dans la biosynthése des HAQ ont déja été préalablement
identifiés, bien que leurs fonctions spécifiques n’étaient pas connues au moment ol j’ai
commencé ma thése. Les génes pgsd, pqsB, pqsC, pgsD, pqsH et pgsL sont tous
nécessaires pour la production d’une ou de plusieurs molécules de la famille des HAQ.
L’étude de la voie de biosynthése des HAQ présentée ici est principalement basée sur la
caractérisation de ces mutants. Dans un premier temps, je m’attarde principalement sur
les voies de biosynthése du HHQ et du HQNO par I’analyse par chromatographie liquide
et spectrométrie de masse des composés extracellulaires synthétisés dans les différents
mutants, dans différentes conditions de culture. Par la suite, plusieurs observations m’ont
portée a m’intéresser au rdle particulier de ces deux HAQ au sein de la cellule
bactérienne.

En paralléle 4 ces travaux, plusieurs expériences portant sur des molécules affectant
la production des HAQ ont été menées dans le cadre de collaborations avec d’autres
laboratoires. Celles-ci étant directement impliquées dans 1’étude du syst¢éme MvfR-PQS,
je les ai ajoutées dans ma thése, bien qu’elles n’aient pas ét¢ approfondies autant que
I’étude du HHQ ou du HQNO.

2.2 Matériel et méthodes

2.2.1 Souches, plasmides et conditions de culture

2.2.1.1 Conditions de culture

Les appendices B et D reprennent la liste des souches et des plasmides utilisés.
Les cultures bactériennes sont généralement incubées dans du milieu TSB (Tryptic Soy
Broth, Fisher DF0370-17-3) a 37°C dans un tambour rotatif, avec une concentration
appropriée d’antibiotiques au besoin (carbénicilline 300 mg/l, tétracycline 75 mg/l,
triclosan 25 mg/l, chloramphénicol 15 mg/l).
Lors des tests en milieu minimal, le milieu M9 modifié a été utilisé
(Na;HPO,.7H,0 11,5 g/l, KH;PO4 3 g/1, NaCl 0,5 g/l, NH,Cl 1 g/l, FeCla 1pM,
glutamate de sodium 5 g/l, MgSO4 1 M) (Sambrook & Russell, 2001).
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Lors des tests en milieu anaérobie, le milieu de culture est préalablement bouilli
durant une heure. On le barbotte ensuite a I’azote pour limiter au maximum la présence
d’oxygeéne.

Sauf indication contraire, (i) les mutants PgsA” et pgsC utilisés dans ce document
sont les mutants non polaires et (1i) les mutants pgsA", pgsB’, pgsC et pgsD’ polaires et
non polaires sont cultivés en présence de 20 mg/l de PQS, afin d’activer la transcription
de ’opéron. Les différents inhibiteurs testés sont ajoutés dans le milieu de culture dés le
début de I’incubation. Les concentrations utilisées pour ces inhibiteurs sont celles qui ont
un effet maximal sur la production des HAQ sans affecter la croissance bactérienne. Les
précurseurs testés sont ajoutés aprés environ 3 heures d’incubation, lorsque la densité
optique (DOggo) de la culture atteint 1,5. Les mesures de DOggo ont été obtenues avec un
spectrophotométre Thermo Scientific NanoDrop™ 1000. Si cela n’a pas été spécifié, les
analyses et expériences ont été réalisées lorsque la culture bactérienne a atteint le milieu
de la phase stationnaire, soit vers une DOgqp de 5.

Les plasmides sont intégrés dans les souches bactériennes de P. aeruginosa par
€lectroporation en suivant le protocole de Choi ez al. (Choi et al., 2006). Les plasmides
sont intégrés dans les souches d’E. coli par choc thermique au CaCl, : une culture d’E.
coli en phase de croissance exponentielle (DOggg de 0,5-1) est centrifugée a 7500 x g
durant 1 min. Le culot des cellules est resuspendu dans 50 mM CaCl,. La solution est
centrifugée & nouveau puis conservée sur la glace durant 10 min. Aprés une nouvelle
centrifugation, le culot est resuspendu dans 100 pl de 50 mM CaCl,. L’ADN est ensuite
incubé en présence des cellules sur glace durant une heure. Les cellules sont alors
soumises & un choc thermique a 42°C durant 30 a 40 sec. puis immédiatement replacées
sur glace pour 2 min., avant d’étre récupérées dans 1 mi de milieu de culture et incubées a
37° pour 1 heure. La sélection se fait sur gélose contenant les antibiotiques appropriés.

Les tests de co-cultures sont réalisés en inoculant une méme quantité de bactéries
des deux souches bactériennes a partir de précultures. Les tests en présence de
Surnageants sont réalisés comme suit : des cultures bactériennes sont incubées jusqu’en
fin de phase logarithmique dans les conditions voulues. La culture est ensuite centrifugée
a 10 000 x g pendant 10 min., le surnageant est passé sur un filtre de 0,22 pm, et gardé a

4°C jusqu’a son utilisation (24 heures maximum).
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Lorsque des souches bactériennes sont inoculées dans des fractions aqueuses telles
que des surnageants ou des fractions HPLC, un volume de TSB concentré deux fois est
ajouté 3 un volume de surnageant ou de fraction afin d’obtenir suffisamment de

nutriments pour une bonne croissance bactérienne.

2.2.1.2 Construction du plasmide pVD08

Le plasmide pDN19 (Figure 2-11) (Nunn ez al., 1990) a été utilisé pour exprimer
constitutivement le géne pgsL de PA14. Une séquence (localisée sur le génome de PA14
entre les nucléotides 835060 et 833685 (www.pseudomonas.com)) contenant le géne
pgsL (situé sur le brin antisens entre les nucléotides 835038 et 833833) de P. aeruginosa
PA14 a été amplifiée avec les amorces pgsL-HindIl-F
(CCCAAGCTTGGAACGACACGGAGACTCAT) et pgsL-Xbal-R
(GCTCTAGACAACTGGAAGTCAGCGTGAA). Cet amplicon a été digéré par les
enzymes de restriction Hindlll et Xbal, puis ligué dans le plasmide pDN19 préalablement
digéré au moyen des mémes enzymes. Le vecteur final est nommé pVDO8 et a une taille

de 9185 pb. La construction a été confirmée par une complémentation efficace du mutant

pgsL’.
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Figure 2-11. Représentation schématique du plasmide pDN19.

2.2.2 Extraction et concentration des HAQ

2.2.2.1 Extraction & I'acétate d’éthyle

La culture bactérienne est centrifugée 5 min 4 12500 x g. Le surnageant est
récupéré et mélangé avec 1/3 de volume d’acétate d’éthyle. La fraction non polaire
d’acétate d’éthyle est récupérée. Cette extraction est réalisée trois fois sur le surnageant.
L’acétate d’éthyle récupéré est ensuite déshydraté au Na,SO4 puis évaporé a sec a ’aide
de I’évaporateur rotatif (Rotavapor® R, Buchi). Le résidu est resuspendu dans du
méthanol jusqu’a dissolution compléte. Les molécules non polaires sont alors concentrées
environ 200 fois par rapport 4 la culture. La fraction polaire est passée a I’évaporateur
rotatif durant 45 min. afin d’éliminer toute trace d’acétate d’éthyle et stérilisée sur un

filtre de 0,22 um (membrane de polyethersulfone (PES) hydrophile, Millex, Millipore).

2.2.2.2 Extraction a I'acétone

La fraction polaire d’un surnageant extrait a 1’acétate d’éthyle est mélangée avec
50% d’acétone. La solution est saturée avec du NaCl Jusqu’a obtention d’une turbidité.
La solution est ensuite centrifugée a 16500 x g pendant 1 min., afin d’obtenir une
séparation de phase. La phase supérieure d’acétone est récupérée, et la phase aqueuse est
extraite deux autres fois. Les extraits a I’acétone sont regroupes, puis évaporés a sec. La

phase aqueuse est éliminée car elle contient trop de sel.
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2.2.3 Purification par fractionnement au HPLC

Les bactéries sont incubées dans les conditions favorisant la production des
molécules d’intérét. Dans le cas du précurseur polaire du HHQ, 20 mg/l de PQS ont été
ajoutés 4 50 ml de culture bactérienne, et celle-ci a été incubée 4 37°C jusqu’en fin de
phase logarithmique de croissance. Aprés centrifugation, le surnageant est extrait a
I’acétate d’éthyle afin d’éliminer les composants non polaires. La fraction aqueuse est
ensuite passée sur un filtre de 0,22 pm. Six ml du filtrat sont ensuite fractionnés par
I’équipe du Dr Frangois Lépine. La fractionation est effectuée par HPLC dans un gradient
de méthanol, avec un débit de 4 ml par min. : 0-10 min. : 100% eau; 10-20 min. : gradient
jusqu’a 100% méthanol; 20-25 min. : 100% méthanol; 25-35 min. : 100% eau. La
colonne utilisée est une colonne Zorbax C8 (Phenomenex).

La fractionnation a généré cinq sous-fractions, qui ont par la suite été évaporées a

sec, et redissoutes dans de 1’eau stérile.

2.2.4 Séparation des molécules de taille inférieure a 3000 daltons

Une portion de 500 pl de surnageant ou d’une fraction d’intérét sont centrifugés
dans des microcons YM-3 (Millipore), tel que recommandé par le producteur, afin de
séparer les molécules de taille inférieure & 3000 daltons. Le rétentat est également

récupéré en inversant le sens du microcon et en centrifugeant une seconde fois.

2.2.5 Hydrolyse du précurseur extracellulaire polaire des HAQ

Dix pl d’hydrazine concentrée sont ajoutés a 40 pl du surnageant de culture
bactérienne, respectivement. La solution est incubée a température ambiante pendant une
nuit, puis évaporée a sec. Le matériel solide est ensuite dissous dans 40 ul d’une solution
de méthanol 50% — eau 50%, puis injecté au LC-MS, en mode positif et en mode négatif.

Une solution de HCI 12 N a été ajoutée a raison de 26,8 pl dans 2 ml de surnageant
(fraction polaire) pour obtenir un pH de 3,0 et une concentration finale de HCl de 0.1 N.
L’hydrolyse a lieu & 85°C durant une heure. La fraction est ensuite neutralisée a pH 7,0
avec 60 pl de NaOH.
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2.2.6 Production de HHQ in vitro

Le surnageant des cultures des mutants PqsA np et pgsC oy est récupéré et passé sur
filtre de 0,22 pm. La biomasse des cultures des mutants PgsD’ et pgsCy, est récupérée
apres une centrifugation de 3 min. 2 10 000 x g d’une culture de 3 ml ayant atteint une
DOggo de 3. Le culot est resuspendu dans 1 m] du surnageant adéquat (pgsA4 yp, ou pgsC’ np)
filtré. La solution est ensuite soniquée 3 x 30 sec. (Sonics and Materials, Vibra Cell) avec
une amplitude de 3% afin de briser les cellules, puis incubée & température ambiante.
L’échantillonnage se fait ensuite aux temps 0, 45 et 90 min. : 300 pl sont mélangés avec
300 pl de méthanol contenant le standard interne (voir section 2.2.7), centrifugés, puis
injectés au LC-MS.

2.2.7 Analyses par spectrométrie de masse

Pour la pyocyanine et les HAQ, 300 pl d’échantillon de culture sont récoltés,
utilisés pour déterminer la densité cellulaire, puis mélangés avec 300 ul de méthanol
contenant 20 mg/] de standard interne (5,6,7,8-tétradeutéro-PQS) pour une concentration
finale de 10 mg/l. Aprés centrifugation, 20 ul du surnageant sont directement injectés
dans le systéme de chromatographie en phase liquide (HPLC) Agilent HP1100 équipé
d’une colonne C8 Luna en phase inverse 3x150 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA).
Un gradient d’acétonitrile/eau contenant 1% d’acide acétique est utilisé comme phase
mobile a un débit de 0,4 ml/min. Un spectrométre de masse triple quadrupole Quattro I
(Waters, Mississauga, Ont., Canada) est utilis€ pour la détection des ions

pseudomoléculaires de 130 a 350 Da.

2.2.8 Détection des HAQ par fluorescence

Un ml de culture bactérienne est mélangé avec 300 pl d’acétate d’éthyle dans un
microtube, puis centrifugé a 16 500 x g pendant 1 min. La solution est ensuite exposée
aux ultraviolets a une longueur d’onde de 365 nm. Les solutions contenant des HAQ

présentent une fluorescence visible a I’ceil nu.
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2.2.9 Quantification de la pyocyanine

Un ml de culture bactérienne est prélevé et mélangé avec 400 pl de chloroforme.
Aprés une minute de centrifugation a vitesse maximale (16 500 x g), 300 pl de la phase
inférieure (chloroforme) sont récupérés dans un nouveau microtube. Ensuite, la
pyocyanine est extraite du chloroforme avec 15 pl de HCI 0,2 N et mesurée par
absorbance & 520 nm. Ce protocole permet de concentrer la pyocyanine 50 x par rapport

a la culture.

2.2.10 Mutagenése aléatoire

Pour obtenir des transposants de la souche pgsL™ possédant mutation dans la voie de
biosynthése des HAQ, une conjugaison entre le mutant pgsL™ et une souche d’E. coli
contenant le plasmide pIT2 (ISlacZ/hah (Jacobs et al, 2003)) a été réalisée. Le
transposon ISlacZ (6,16 kpb) dérive de I’élément IS 50L du transposon Tn5 et génere une
fusion traductionnelle entre la B-galactosidase (lacZ) et le géne dans lequel le transposon
s’est inséré. Le promoteur de la néomycine phosphotransférase, dirigé vers I’extérieur du
transposon, limite les effets polaires que pourrait générer I’insertion sur I’expression des
génes en aval. Les sites loxP permettent d’exciser le transposon au moyen de la
recombinase Cre, ne laissant que 63 pb résiduelles et codant une étiquette de purification
(hah).

ISlacZ /hah

-
P

loxP oxP

Figure 2-12. Schématisation du transposon 1SlacZ/hah utilisé pour les mutagenéses aléatoires (Jacobs
et al., 2003).

lacZ : gene de la B-galactosidase; tet : géne de résistance a la tétracycline; loxP : site de
reconnaissance de la recombinase Cre; P : promoteur de la néomycine phosphotransférase.

Une gélose TSB inoculée avec 100 pl d’une préculture de pgsL’ est incubée & 42°C

pendant 8 h. En paralléle, 100 pl d’une préculture d’E. coli pIT2 (ED047) sont inoculés
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sur une gelose TSB + 75 mg/l tétracycline et incubés & 37°C pendant 8 h. La biomasse
des deux géloses est ensuite récupérée et homogénéisée sur une gélose TSB sans
antibiotique puis incubée 15 h 4 37°C. La biomasse totale est finalement récupérée dans 4
ml de TSB contenant 20% glycérol, puis aliquotée par échantillon de 100 pl et conservée
a -80°C. Le criblage de transposants s’effectue sur des géloses carrées 20 cm x 20 cm
préséchées 1 h contenant 200 ml de gélose LB + 75 mg/l tétracycline (pour sélectionner
les colonies possédant le transposon) et 15 mg/l chloramphénicol (pour éliminer la
souche donneuse E. coli). Deux ml d’une dilution 10> d’un aliquot congelé de la
conjugaison sont ensuite ensemencés par gélose pour obtenir environ 1000 colonies par
plaque. Les géloses sont incubées a 37°C pendant 20 h puis a température ambiante
pendant | journée. Les colonies ne présentant aucune iridescence par inspection visuelle
sont mises en culture liquide en milieu TSB + 75 mg/l tétracycline dans des plaques de
polystyréne (Ultident) de 96 puits pour la nuit. Ensuite, 5 pl de culture sont inoculés sur
une nouvelle gélose TSB contenant les antibiotiques adéquats. Une fois le phénotype
confirmé, la production de HHQ est quantifiée par LC-MS pour chacun des mutants.
Dans le cadre de la mutagenése aléatoire en milieu acide, la souche receveuse est
PA14. La souche donneuse est X7213 pIT2 (ED746), auxotrophe pour I’acide diamino
pimélique (DAP). X7213 est cultivée sur milieu contenant 62,5 mg/l DAP et 75 mg/l
tétracycline. Le milieu utilisé pour la conjugaison contient également du DAP. Le milieu
de sélection pour le criblage est le LB supplémenté de 100 mM NaH,PO, et ajusté a pH
6,5. L’antibiotique utilisé pour ce criblage est la tétracycline 75 mg/l. La dilution utilisée
pour ce criblage et la sélection des mutants non-iridescents sont identiques 4 la

mutagenese avec pgsL  (voir ci-dessus). L’incubation se fait a 37°C pendant 20 h.

2.2.11 Localisation de linsertion du transposon par séquencage

Les cellules de 1,5 ml de préculture sont centrifugées a 12 500 x g, 1 min. Le culot
est resuspendu dans du tampon phosphate salin (PBS): 1,36 M NaCl, 26 mM KCl, 31
mM Na,HPOq, 17,6 mM KH,POy,, ajusté a pH 7,4 avec du HCI. Les cellules sont ainsi
lavées deux fois au PBS. Elles sont ensuite lysées 10 min a 100°C , puis conservées 10
min. sur glace. La suspension est finalement centrifugée a 16 500 x g et le surnageant

contenant I’ADN récupéré. L’amplification par réaction de polymérisation en chaine
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(PCR) est réalisée selon les paramétres mis au point par Jacobs et al. (Jacobs er al.,
2003), disponibles dans les données supplémentaires liées a I’article référe.

La méthode utilisée est une amplification semi-dégénérée en deux temps. Lors de la
premiére ronde, ’amplification est obtenue par PCR en utilisant une amorce (lacZ-211)
qui s’hybride sur une région interne du transposon, et des amorces semi-dégénérées
contenant une étiquette spécifique (CEKG2A, CEKG2B, CEKG2C) qui s’hybrident
aléatoirement sur le génome bactérien (Figure 2-13). Lors de la seconde ronde, une
amorce spécifique (lacZ-148) s’hybride sur une région du transposon amplifiée lors de la
premiére ronde, tandis qu’une autre amorce spécifique (CEKG4) s’hybride sur la
séquence de I’étiquette des amorces semi-dégénérées de la premiére ronde (Figure 2-13).
L’amplicon ainsi généré est envoyé au Centre d’innovation Génome Québec et Université

McGill (http://www.gginnovationcenter.com) pour le séquengage.

WVAWAAAAWAWY VWWWAVVAAAAMANMAAWAAMVAAAANMAANAA
tac/-211 CEKGIA CEKGIB CEKGIC
A

’R‘I MWVW\/»{'M\-' ANAS ARAVAAANAAN
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VIAAAA,
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Figure 2-13. Schématisation de I'amplification de la région d'insertion du transposon (schéma de
Julien Tremblay).

En rouge : séquence issue du transposon; bleu clair : séquence du génome située en aval de I'insertion
transpositionnelle; R1 : premiére ronde d’amplification; R2 : seconde ronde d’amplification.

2.2.12 Extraction du transposon aprés mutagenése

Les mutants ayant une insertion transpositionnelle sont utilisés comme souche

receveuse. La souche donneuse est E. coli SM10-Apir (pCrel), contenant le géne de la
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recombinase cred. La recombinase Cre est une topoisomérase de type I issue du
bactériophage P1 qui catalyse la recombinaison spécifique de I’ADN entre deux sites
loxP (Abremski & Hoess, 1984; Metzger & Feil, 1999), présents sur le transposon
ISlacZ/hah et entre lesquels se trouvent le géne de la résistance  la tétracycline, ainsi que
le géne lacZ codant pour la B-galactosidase. Le protocole de conjugaison bactérienne
utilisé est défini au point 2.2.10. La sélection des transconjugants se fait sur gélose TSB,
en présence de chloramphénicol (15 mg/l) et de triclosan (25 mg/l) pour empécher la
croissance de la souche donneuse E. coli. Une centaine de colonies sont réinoculées sur
de nouvelles géloses en présence et en absence de tétracycline 75 mg/l. Les colonies
retenues sont celles qui ont perdu leur résistance a la tétracycline. Ces mutants possédent
alors une insertion résiduelle de 63 paires de bases codant pour un épitope influenza-
hémagglutinine et une étiquette de purification hexa-histidine (hah) (Bailey & Manoil,
2002).

2.2.13 Lyse cellulaire par sonication

Un ml de culture bactérienne est récolté et traité avec 4 mg de lysozyme pendant 30
min. 4 37°C. Le lysozyme détruit la paroi bactérienne en catalysant I'hydrolyse des
glycosaminoglycanes la constituant. La suspension est ensuite soniquée 3 x 30 sec. avec
une amplitude de 3%, puis centrifugée 2 min. a 16 500 x g et finalement filtrée sur 0,22

pm.

2.2.14 Analyse de la formation de biofilms

La méthode est basée sur le protocole publié par le Dr. Fletcher (Fletcher, 1977).
Des cultures statiques (1 ml) sont réalisées en diluant 100 X une préculture dans le milieu
minimal M9, dans des tubes en polystyréne. Les cultures sont incubées a 37°C durant 20
h. Les tubes sont ensuite rincés vigoureusement trois fois a ’eau milliQ. Du cristal violet
(1,5 ml d’une solution de 1% dans I’eau) est ajouté dans les tubes. Les tubes sont incubés
a température ambiante durant 15 min. puis sont a nouveau rincés vigoureusement. Un ml
d’éthanol (95 %) est ajouté dans chaque tube afin de dissoudre le cristal violet ayant
coloré le biofilm. La solution finale est analysée au spectrophotométre a une absorbance

de 600 nm. Chaque condition est effectuée en cinq réplicats.
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2.3 Reésultats

2.3.1 Cinétique de production des HAQ chez P. aeruginosa dans

différentes conditions

2.3.1.1 Production des HAQ en milieu aérobie

Les résultats présentés dans ce chapitre concernent les métabolites produits par P.
aeruginosa nécessitant la présence de 1’opéron pgsABCDE. Avant de présenter les
différentes expériences, une cinétique de production des molécules étudiées a été réalisée
en milieu aérobie avec la souche sauvage PA14, dans le but de fournir au lecteur les
informations de base liées & la production naturelle de ces molécules, telles que le
moment de leur production et les quantités obtenues (Figure 2-14). Il pourra ainsi s’y
référer lors de la lecture du présent document. Quoique cette expérience-ci n’ait pas été
effectuée avec des réplicats, ces données ont été confirmées en de multiples occasions.

Les niveaux de PQS et de HQNO s’accumulent en fonction du temps, tandis que le
HHQ et le DHQ diminuent aprés avoir atteint un maximum a une DQggo de 3-4. L’acide
anthranilique, précurseur de toute cette famille de métabolites, reste relativement stable et
peu abondant au fil de la croissance bactérienne. Ces métabolites ne sont pas produits
avant la phase logarithmique de croissance, lorsque les génes impliqués dans leur
biosynthése (mvfR, pqgsA, pqsB, pgsC, pgsD, pgsH, pqsL) sont activés par le quorum
sensing, lié a la densité cellulaire. Ils sont donc produits en méme temps que les autres
facteurs de virulence de la bactérie, également sous le controle du quorum sensing. Le

DHQ et le HQNO sont les premiers métabolites détectés dans la culture bactérienne.
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Figure 2-14. Cinétique de production des métabolites de I'opéron pqsABCDE chez P. aeruginosa.

2.3.1.2 Production des HAQ en présence de nitrates

Etant donné que les HAQ sont impliqués dans la virulence bactérienne, je me suis
intéressée 4 étudier leur production dans un milieu se rapprochant des conditions
retrouvées dans les poumons des personnes atteintes de fibrose kystique. Les avis
divergent quant a savoir si le milieu de colonisation de P aeruginosa dans les poumons
des individus atteints de fibrose kystique est davantage aérobie ou anaérobie. Puisque les
HAQ et le syst¢tme MvfR-PQS sont impliqués dans la virulence, il est nécessaire d’en
connaitre ’expression dans les deux conditions mentionnées.

La production de HAQ a donc été quantifiée en milieu anaérobie, c.-a-d. en
conditions dénitrifiantes. La Figure 2-15 montre que celle-ci est inférieure a celle
retrouvée en milieu aérobie, mais pourrait s’expliquer par le fait que la densité cellulaire
obtenue est nettement inférieure a celle observée en présence d’oxygéne. Il est également

intéressant de constater que le HHQ est la molécule la plus abondante en milieu

anaérobie, ce qui suggére que PgsL et PqsH ont une activité moindre dans ces conditions.
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Figure 2-15. Croissance bactérienne (symbole blanc) et production des HAQ (symboles noirs) en
milieu anaérobie chez P. aeruginosa PA14.

Puisque plusieurs de ces métabolites sont impliqués dans ’expression de nombreux
facteurs de virulence, ’étude de leur biosynthése devient intéressante, afin d’analyser les
possibilités de bloquer leur production et ainsi diminuer la pathogénicité de P.
aeruginosa.

Maintenant que les cinétiques de production des différentes molécules dont il est
question dans ce chapitre ont été présentées, je peux reprendre plusieurs de celles-ci et

approfondir 1’étude de leur voie de synthése.

2.3.2 Etude des inhibiteurs de la synthése des HAQ

2.3.2.1 Inhibiteurs d’origine naturelle

L’une des raisons pour lesquelles il est intéressant d’étudier les HAQ est le fait que
ces molécules permettent aux bactéries d’exprimer leurs facteurs de virulence. La
recherche de molécules capables d’inhiber leur biosynthése pourrait donc bloquer
I’expression de la virulence chez P. aeruginosa. J’ai réalisé certaines expériences pour un
projet de criblage de trés nombreux inhibiteurs potentiels des HAQ en collaboration avec

le Dr. Frangois Lépine et le laboratoire de la Dre Laurence Rahme (Harvard Medical
School).
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De nombreuses molécules ont donc été testées afin de vérifier si elles bloquent la
synthése des HAQ. Ces études peuvent étre faites de différentes maniéres. La méthode la
plus rigoureuse est d’analyser le sumageant des cultures exposées a un inhibiteur
potentiel par HPLC-MS et de quantifier la production de HAQ en absence et en présence
de Dinhibiteur. Toutefois, cette méthode requiert I’analyse d’un grand nombre
d’échantillons par LC-MS, ce qui est long et coliteux. I1 existe une maniére plus indirecte
pour sélectionner d’éventuels inhibiteurs. Celle-ci se base sur le suivi de I’expression des
facteurs de virulence contrélés par le systtme MvfR-PQS. En absence de HAQ, ces
facteurs seront peu ou pas exprimés. Or certains facteurs sont trés facilement observables
et ne nécessitent pas ’'usage du LC-MS pour leur quantification. C’est le cas de la
pyocyanine, qui colore de maniére caractéristique le milieu de culture des bactéries qui la
produisent. Avant d’analyser un trop grand nombre d’échantillons au LC-MS, j’ai réalisé
un preé-test de suivi de la pyocyanine chez P. aeruginosa en présence de nombreuses
molécules. Si I’inhibiteur potentiel affecte négativement la production des HAQ, le
systtme MvfR-PQS ne pourra pas étre pleinement activé, ce qui réduira la production de
cette phénazine.

Les HAQ étant obtenus 4 partir d’acide anthranilique et d’un acide gras, J’ai utilisé
des produits semblables & ces deux molécules pour tester leur potentiel inhibiteur. Des
dérivés homologues a I’acide anthranilique, tels que le skatol (100 mg/l), le 4-
hydroxyquinoline (100 mg/1) et I’indole (100 mg/l), ainsi que des dérivés d’acides gras
tels que I’acide 2-octynoique (1,6 mM), et I’acide 2-bromo-octanoique (1,6 mM) (voir
Appendice A) ont été rajoutés dans des cultures de la souche sauvage PA14. Toutes ces
cultures ont présenté une déficience importante dans la production de pyocyanine. Afin
de vérifier si cette déficience est bien due a PPinactivation du systéme MvfR-PQS, le
méme test a été réalisé chez la souche exprimant constitutivement pgsE, et qui ne
nécessite donc plus la présence des HAQ pour activer le régulon de MvfR. La production
de pyocyanine a été restaurée dans toutes les cultures, ce qui confirme que ces différents
composés inhibent bien la biosynthése des HAQ.

Le N-formyl-2-amino-acétophénone, le 2-amino-acétophénone (2-AA), I’indole -
acide acétique et le tryptophane ont également été testés mais n’ont pas affecté la

production de pyocyanine.
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2.3.2.2 4-CABA et 6-FABA sont des inhibiteurs efficaces de la voie de
synthése des HAQ

Plusieurs molécules ont été synthétisées dans le laboratoire du Dr Frangois Lépine
afin d’en évaluer le potentiel inhibiteur sur les HAQ. L’un des mécanismes par lesquels
une molécule est capable de bloquer la biosynthése d’un composé est de se substituer au
substrat naturel au niveau du site catalytique de ’enzyme qui le transforme. Ainsi, un
inhibiteur est souvent une molécule relativement similaire au substrat naturel de ’enzyme
qu’il inhibe, afin de pouvoir étre reconnu comme tel par cette derniére. En ajoutant une
substitution chlorée ou fluorée i I’acide anthranilique, précurseur des HAQ, ce nouvel
inhibiteur peut étre reconnu par PqsA, B, C ou D. Les atomes halogenes pourraient
empécher la formation d’un groupement carbonyle activé tel qu’un ester CoA, ce qui
préviendrait la formation du second noyau aromatique des HAQ. Parmi les composés
halogénés testés, I’acide 2-amino-4-chloro-benzoique (4-CABA a 1,5 mM) et I’acide 2-
amino-6-fluoro-benzoique (6-FABA, & 3 mM) (voir structure en Appendice A) sont ceux
qui ont induit la plus grande inhibition de production de pyocyanine chez la souche
sauvage PA14, due a I’inactivation du systtme MvfR-PQS en absence de HAQ (Figure
2-16A).

D’autres composés halogénés tels que le 3-fluoro-N-acétométhylaniline, le 7-fluoro-
HHQ, le 7-fluoro-PQS, le 5-fluoro-HHQ et le 5-fluoro-PQS n’ont montré aucune
diminution de la production de pyocyanine, et ont donc été abandonnés. Un autre dérivé
non halogéné de ’acide anthranilique, I’anthranoil anthranilate a également été testé,
mais n’a pas inhibé la production de la pyocyanine.

A présent que les pré-tests au moyen de la pyocyanine ont révélé Iefficacité des
inhibiteurs 4-CABA et 6-FABA, j’ai quantifié par HPLC-MS le PQS produit en présence
et en absence de ceux-ci dans une culture de la souche sauvage PA14 aprés 9 heures
d’incubation. Les résultats (Figure 2-16B) montrent que la production de PQS est

dramatiquement affectée par la présence de ces inhibiteurs.
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Figure 2-16. Production de pyocyanine (A) et de PQS (B) en présence de 4-CABA (1,5 mM) et 6-
FABA (3 mM) chez la souche PA14 cultivée en TSB pendant 9h a 37°C.

2.3.2.3 Le 4-CABA n’agit pas seulement en bloquant Penzyme PqsA

A la suite de ces résultats, I’étude des inhibiteurs des HAQ a été approfondie par le
laboratoire de la Dre Laurence G. Rahme et a fajt Iobjet d’un article exhaustif résumant
les données les plus pertinentes sur le sujet (Lesic er al., 2007). Dans cet article, des
expériences ont été réalisées afin d’identifier ’enzyme ciblée par les inhibiteurs. Etant
donné que ce sont des analogues 4 I’acide anthranilique, I’hypothése proposée est qu’ils
sont reconnus par PqsA spécifiquement. En effet, la fonction hypothétique de PqsA est
d’activer I’acide anthranilique en le fonctionnalisant avec un coenzyme A (CoA), comme
ce fut publié par la suite (Coleman er al., 2008). Tel que démontré par des tests de
compétition avec de 1’acide anthranilique exogéne, le 6-FABA et le 4-CABA bloquent en
effet PgsA de maniére réversible (Lesic et al., 2007).

Nous avons voulu nous assurer que ces molécules ne ciblent qu’uniquement PgsA
et n’interférent pas sur d’autres voies enzymatiques au sein de la cellule. Afin de vérifier
si le 4-CABA inhibe la production de pyocyanine uniquement via I’inactivation de la
biosynthése des HAQ et donc du systeme MvfR-PQS, j’ai utilisé un mutant PgsA non
polaire complémenté avec un ajout de PQS. Dans cette souche, il y a donc présence des

enzymes PqsB, PqsC, PgsD et PqsE et suffisamment de PQS pour activer le systéme
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MvfR-PQS, comme en témoigne la production de pyocyanine obtenue. Si le 4-CABA ne
fonctionne que via le blocage de PgsA, un ajout de cet inhibiteur chez le mutant ne
devrait pas affecter la pyocyanine. Les résultats que j’ai obtenus montrent pourtant que la
production de pyocyanine est tout autant affectée dans ces conditions, et n’est donc pas
restaurée par un ajout de PQS (Figure 2-17). Le 4-CABA n’agit donc pas uniquement via
’enzyme PgsA, ni via I’inhibition de production de HAQ puisque son effet ne peut étre

contrecarré par 1’ajout de PQS dans le milieu.
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Figure 2-17 Production de pyocyanine en présence 1 mM de 4-CABA dans un mutant pgs4A™ non
polaire complémenté avec 10 mg/l de PQS.

2.3.2.4 Inhibiteurs spécifiques des enzymes PqsB et/ou PqsC

Lors des différents tests d’inhibition de production des HAQ, j’ai obtenu des
résultats importants avec le 2-bromo-N-(3-fluorophényl) acétamide (voir structure en
Appendice A). Lorsqu’une culture de PA14 est incubée pendant 8 h avec différentes
concentrations de cette molécule, j’obtiens une trés nette inhibition des HAQ corrélée
avec une nette augmentation de la production de DHQ (Figure 2-18). Cet inhibiteur
bloque donc spécifiquement les enzymes impliquées dans la biosynthése des HAQ qui ne
servent pas & produire du DHQ. Ce sont donc les enzymes PgsB et/ou PqsC qui sont
spécifiquement bloquées par cet acétamide. Ces travaux sont présentement approfondis

par le laboratoire de la Dre Rahme.
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Figure 2-18. Production de HAQ et de DHQ en présence de la 2-bromo-N-(3-fluorophényl) acétamide
(molécule B) dans PA14.

2.3.2.5 Conclusion préliminaire des travaux portant sur les inhibiteurs des
HAQ

La recherche de nouveaux composés anti-infectieux dirigés contre des pathogénes a
large spectre de résistance est une avenue prometteuse dans la lutte contre ceux-ci. Ces
composés seront d’autant plus efficaces s’ils s’attaquent a I’expression de la virulence
bactérienne sans compromettre la viabilité cellulaire, ce qui permet de limiter I’apparition
de mécanismes de résistance contre ces composés (Clatworthy er al., 2007; Lynch &
Wiener-Kronish, 2008). Les inhibiteurs découverts dans cette étude sont les premiers
composes ciblant le quorum sensing et I’expression de la virulence bactérienne chez P.
aeruginosa sans affecter sa viabilité (Lesic ef al, 2007). Ils témoignent également de
intérét du systéme de quorum sensing MvIR-PQS comme cible pour de nouveaux
traitements anti-infectieux contre P. aeruginosa. Ces nouveaux inhibiteurs sont d’autant
plus intéressants qu’ils s’attaquent a des voies enzymatiques absentes chez les humains et
les animaux. Toutefois, les études ont montré qu’ils affectent également la production de
métabolites non contrdlés par le systéme MVIR-PQS (Lesic et al., 2007). Ce manque de
spécificité s’avére limitant pour la mise au point de traitements médicamenteux

securitaires pour I’homme.,
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2.3.3 Etude des intermédiaires de la voie de biosynthése des HAQ

La biosynthése du DHQ et la recherche d’inhibiteurs de la voie métabolique des
HAQ étaient des projets réalisés en collaboration avec d’autres chercheurs, en paralléle a
mes propres recherches dans le cadre de ma thése. Je présente maintenant les résultats
correspondant directement aux objectifs spécifiques établis pour mon projet de thése et

présentés au point 2.1.7.1.
2.3.3.1 Biosynthése du HHQ

2.3.3.1.1 Recherche des enzymes impliquées dans la biosynthése du HHQ
A ce jour, I’implication des enzymes PqsABCD dans la biosynthése du HHQ a été

clairement démontrée (Déziel et al., 2004). Néanmoins, aucune étude ne s’est penchée

sur I’implication éventuelle d’autres protéines dans cette biosynthése.

2.3.3.1.1.1 Mutagenése aléatoire dans un mutant pgsL

Afin de mener une étude exhaustive sur la question, j’ai réalisé une mutagenése
aléatoire sur le génome de P. aeruginosa PA14 pour isoler des mutants déficients dans la
production de HAQ. La perte de production du HHQ peut étre facilement détectée dans
certaines conditions. Par exemple, un mutant /asR™ présente un phénotype de colonies au
reflet métallique ou iridescent, causé par une suraccumulation de HHQ (D'Argenio et al.,
2007). 11 est donc aisé de cribler les colonies d’un mutant /asR™ dont le phénotype
d’iridescence a disparu aprés la mutagenése aléatoire. Malheureusement, une mutation
dans un régulateur du quorum sensing tel que lasR risque d’interférer dans I’expression
des génes impliqués dans la biosynthése du HHQ, ce qui risque de biaiser mes résultats.
Par contre, un mutant pgsL, qui accumule aussi le HHQ, présente également de
I’iridescence (D'Argenio et al., 2002). Le criblage fut donc réalisé dans ce mutant.

Prés de 38 000 colonies du mutant pgsL™ ont subi une mutagenése aléatoire et ont
été criblées. Parmi celles-ci, 29 colonies ne présentaient aucune iridescence, ce qui
suggérait une déficience dans la production de HHQ. Ces 29 mutants ont ét¢ mis en
culture, afin d’analyser leur croissance. Comme présenté dans le Tableau 2-1 p. 87, deux
mutants (VD3.34 et VD5.17) ont une croissance fortement affectée, et n’ont pas éte

retenus pour la suite du projet.
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Durant le test de croissance, j’ai observé que 14 des 27 mutants analysés
présentaient une absence de production de pyocyanine (Tableau 2-1). Cette observation
concorde avec une possible déficience dans la production des HAQ, nécessaire a
I’expression de ce pigment bleu. J°ai donc quantifié¢ les HAQ dans les 14 mutants sans
pyocyanine dont la croissance n’est pas affectée, ainsi que dans 7 mutants avec
pyocyanine, afin de vérifier la corrélation entre ’absence de pyocyanine et I’absence de
HAQ. Ainsi 21 mutants ont été analysés par LC-MS.

Les 14 mutants affectés dans leur production de pyocyanine ont tous une
concentration de HHQ inférieure a celle de la souche sauvage (Tableau 2-1). Parmi ceux-
ci, 10 mutants ne produisent plus aucune trace de HHQ. Il y a donc une excellente
corrélation entre 1’absence de pyocyanine observée et la forte diminution de production
de HHQ, exception faite du mutant 5.79, discuté plus loin (section 2.3.3.1.1.2). Ceci
démontre une fois de plus que le HHQ est un inducteur du systéme Mv{R-PQS contrélant
la production de pyocyanine et que cette derniére est un bon indicateur de la production
des HAQ.

Le site d’insertion du transposon dans ces 21 mutants a ensuite été déterminé.
Comme présenté dans le Tableau 2-1 et dans la F igure 2-19, les 9 mutants séquencés dont
la production de HAQ a été complétement éliminée ont tous une mutation dans I’opéron
PqsABCDE, ou dans son régulateur mv/R. L’absence de transposants dans le géne pgsD
est probablement due au trop faible nombre de souches séquencées. La présence de
plusieurs mutants affectés dans un méme géne montre que le criblage recouvre plusieurs
fois le génome bactérien. Le mutant PgsLVDA.T, ayant une mutation dans le géne mvfR,
produit encore des HAQ. Ce résultat s’explique par la présence du transposon non pas
dans le géne mv/R mais dans sa région promotrice (Tableau 2-1 et Figure 2-19). Le
mutant pgsLVDI1.3 n’a pas été séquencé parce qu’un test préliminaire a montré que sa
production de HHQ peut étre restaurée lorsqu’on exprime les génes pgsABCD en trans,
ce qui confirme que la mutation affectait ’un de ces genes. L’analyse des mutants non-

iridescents produisant toujours du HHQ sera discutée au point 2.3.3.1.1.5.
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Figure 2-19. Illustration des sites d'insertion transpositionnelle dans la région mvfR-phnAB-
PqsABCDE.
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Tableau 2-1. Liste et caractéristiques des mutants présentant un phénotype non-iridescent,
Distance du
site d'initiation

Production Production Insertion dela
Nom du de de HHQ™ Nomdu |surle traduction
mutant pyocyanine [Croissance [(mgfl) Gene affecté |géne génome |Brin |prédit
PA14 + ++ 3,22
pgsL- + ++ 10,76
pasL VD1.3 s ++ 0 NS
pgsL VD2.33 - ++ 0 PA14_51420 pqsB 4569782 | + 140
pqsL VD2.40 - ++ 0 PA14_51410 pgsC 4568462 - 616

pgsL VD3.2 + ++ 10,39 PA14_35810 gp37 3186562 - 485

pgsL VD3.30 + ++ 1,92 PA14_29990 nuoD 2597396 - 549

IE§SL VD3.34 - + NS

pqsL VD4.1 - ++ 0 PA14_51420 pgsB 4569141 - 781

promoteur

pgsL VD4.7 - ++ 0,67 PA14_51340 mviR 4562400 | + -437

sL VD4.9 + +4 NS

sL VD4.12 + ++ NS
pqsL VD4.15 - ++ 0,54 PA14_51340 mviR 4563224 | + 387
pgsL VD5.8 - ++ 1,22 PA14_29970 nuoF 2695156 | + 509
pgsL VD5.10 - ++ 1,04 PA14_43940 sucD 3912021 + 141

I:@_ VD5.12 + ++ NS

IpgsL VD5.17 g + NS

gsL VD5.20 + ++ NS
pqsL VD5.27 E ++ 0 PA14.51420| pgsB | 4569425 + 497

gsL. VDS5.31 + ++ NS

PA4430
cytochrome

pgsL VDS5.57 - ++ 1,82 PA14_57560 | b putatif | 5127122 - 702

gsL VD5.62 + ++ NS

Ii;sL VD5.79 ++ ++ 0 NS

ELSL VD6.18 + ++ 3,21 PA14_11860| PA4019 [ 1028346 ] + 576

gsL VD6.48 + ++ 9,55 NS

lpqsL VD6.61 + ++ 13,27 PA14_62530 cbrA 5578294 - 2352

héparinase
pgsL VD6.90 + ++ 7,02 PA14_23430| putative | 2037720 + 1354
pqsL VD7.1 - ++ 0 PA14_51430 PgsA 4570577 | + 892
pqsl. VD7.3 - ++ 0 PA14_51340 mviR 4563314 - 477
pqgsL VD7.40 - ++ 0 PA14_51430 pgsA 4570678 - 791
pqsL VD7.90 - ++ 0 PA14_51410 pqsC 4568610 - 468

NS Non Séquenceé. En gras : mutants ne produisant aucun HHQ. " Quantification effectuée en fin de phase
stationnaire dans une préculture de 15 h,

Tous ces résultats indiquent que : (i) le suivi de I"autolyse et de I’iridescence est un
moyen efficace pour sélectionner des mutants affectés dans la production des HAQ, bien
que d’autres mutants non-iridescents mais produisant toujours du HHQ ont également été
trouvés; (ii) le suivi de la pyocyanine est ¢galement un bon indicateur de la production
des HAQ, et (iii) aucun géne strictement nécessaire pour la biosynthése des HAQ autre
que ceux de I’opéron pgsABCDE et de son régulateur mvfR n’a pu étre mis & jour. Ceci

est également supporté par le fait qu’un criblage similaire avait été réalisé sur 25 000

87



colonies (D'Argenio et al., 2002), et avait fourni des résultats identiques : seules les
mutations au sein des génes pgs4, pgsB, pgsC ou pgsD induisent la perte du phénotype
d’autolyse et d’iridescence dans un mutant pgsL".

L’absence de mutations au sein de la voie de biosynthése du groupement alkyle des
HAQ suggere qu’il existe plusieurs voies pour sa synthése, ou qu’une mutation dans
celle-ci est létale pour P.aeruginosa. La voie de synthése du noyau quinoline, par contre,
semble étre unique, non létale, et requiert obligatoirement les génes pgsd, pgsB, pgsC et
pgsD. 11 est donc important de préciser que les génes que I’on peut identifier dans ces
travaux sont seulement les génes de biosynthése du noyau quinoline des HAQ, et que
ceux impliqués dans la biosynthése de la chaine alkyle resteront encore & déterminer dans
des études futures.

J’en conclus que les seuls génes nécessaires pour la biosynthése du noyau quinoline
du HHQ sont les génes de 1’opéron pgsABCDE et leur régulateur MvfR. Toutefois, la
faiblesse de ce criblage réside dans le fait que j’utilise un mutant pgsL’, ce qui signifie
que la bactérie est déja mutée au préalable avant la mutagenése aléatoire, ce qui peut

altérer I’analyse des résultats.

2.3.3.1.1.2 Identification du transposant 5.79

Le transposant pgsLVDS5.79 est particuli¢rement intéressant. Ce dernier produit
d’importantes concentrations de pyocyanine, supérieures a celles de la souche sauvage
PA14, alors qu’il ne produit aucun HAQ. Malgré cinq tentatives de séquengage, rien n’a
permis d’identifier le géne affecté dans ce transposant. Transformer pgsLVD5.79 avec le
plasmide pLGI0 exprimant constitutivement les génes pgsABCDE lui permet de
produire 4 nouveau des HAQ, ce qui permet de conclure que la mutation affecte soit un
géne soit un régulateur de I'opéron. Le mutant 5.79 reste le premier mutant de P.
aeruginosa présentant simultanément une forte production de pyocyanine et une absence
de HAQ. Ceci est difficile a interpréter puisque le systtme MvfR-PQS a toujours été
absolument requis pour I’expression de ce pigment. Ce point est discuté a la section

3.4.3.6.7,p. 329.
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2.3.3.1.1.3 Mutagenése aléatoire et criblage en milieu acide

Lors du premier criblage, j’avais utilisé le mutant pqsL” comme souche & muter, car
il présente un phénotype d’iridescence et d’autolyse sur gélose, et que cette iridescence
est causée par une suraccumulation de HHQ. Ce phénotype me permettait donc de cribler
les bactéries affectées dans leur production de HHQ, mais avec le désavantage de
travailler avec une souche déja mutée au préalable. Pour pallier a cette faiblesse, jai
décidé de trouver des conditions qui me permettraient d’utiliser la souche sauvage
comme souche receveuse. Aprés quelques recherches, ce méme phénotype d’iridescence
peut €tre observé chez la souche sauvage PA14 sur un milieu solide acidifié a pH 6,5
(Luke Hoffman, information non publiée).

L’iridescence visible en milieu acide est-elle également due a une surproduction de
HHQ, comme dans le cas des mutants pgsL” et lasR™ ? Pour le vérifier, j’ai comparé la
production des HAQ en milieu acide (pH 6,5) et en milieu neutre (pH 7,0) chez PA14.
Comme présenté 4 la Figure 2-20, malgré une diminution de croissance, la production des
HAQ n’est pas affectée par cette variation de pH. Sur gélose a pH 6,5, les mutants
déficients dans la production de HAQ tels que les mutants pgsd’, pgsB, pgsC, pgsD’ et
myfR" ne présentent aucune iridescence. Je suppose donc que I’iridescence visible sur un
milieu acide est due 4 la présence de HHQ, et ce méme si celui-ci n’est pas synthétisé en

exces par rapport a sa production naturelle par P. aeruginosa.
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Figure 2-20. Production de HAQ chez Ia souche sauvage en milieu neutre et acide.

&9



T’ai donc utilisé cette condition pour réaliser un nouveau criblage. La mutagenese
aléatoire fut réalisée avec la souche sauvage PA14 en condition acide. Les colonies ne
présentant aucune iridescence ont ensuite été analysées par fluorescence afin de
confirmer I’absence de HAQ. En effet, une excitation par UV est un autre moyen rapide
et efficace d’identifier les souches produisant des HAQ puisque ceux-ci émettent de la
fluorescence dans ces conditions (Pesci et al., 1999). Prés de 33 000 colonies ont été
criblées et 120 mutants ont présenté un phénotype non-iridescent. Parmi ceux-ci, 73 sont
non fluorescents. Ils présentent également une absence de production de pyocyanine, a
I’exception du mutant 10.41. Les mutants faiblement iridescents n’ont pas €té retenus.

Afin de confirmer les résultats et de localiser I’insertion du transposon, 29 mutants
choisis aléatoirement parmi les 73 identifiés ont été séquencés, et tous ont présenté une
insertion transpositionnelle dans les génes pgsd [9], pgsB [8], pgsC [7] ou pgsD [5]
(Tableau 2-2 et Figure 2-21). Etant donné la redondance évidente, les 44 autres mutants

n’ont pas été séquencés.
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Tableau 2-2. Liste des mutants non-iridescents identifiés lors du criblage en milieu acide.

Insertion Distance par
Nom du | Géne affecté dans fe rapport au
mutant dans PA14 |Nom du géne| génome Brin codon start
VD10.23 |PA14_51420 pgsB 4569529 - 393
VDI10.24 {PA14_51410 pgsC 4568243 + 835
VD10.25 [PA14_51420 pgsB 4569409 + 513
VD10.26_ [ PA14_51410 pgsC 4568243 + 835
VD10.29 |PA14_51390 pgsD 4567601 + 388
VDI10.40 |PA14 51430 PgsA 4571352 + 117
VDI10.41 |PA14_51430 PgsA 4571352 + 117
VDB8.76 |PA14_ 51430 PgsA 4570572 - 897
VD9.14 |PA14_51390 pgsD 4567748 - 241
VD9.15 |PA14_51420 pgsB 4569507 - 415
VD9.17 |PA14_51430 PgsA 4570572 - 897
VD9.18 |PA14_51420 pgsB 4569350 + 572
VD9.19 |PA14 51430 PgsA 4570572 - 897
VD9.20 |PA14_51410 pgsC 4568381 - 697
VD9.21 |PA14_51410 pgsC 4569056 22
VD9.22 | PA14_51410 pqsC 4568243 + 835
VD9.25 |PA14_51430 PgsA 4570572 - 897
VD9.26 |PA14_51410 pgsC 4568243 + 835
VD9.27 |PA14_51430 PgsA 4570572 - 897
VD9.31 |PA14_51420 pgsB 4569447 + 475
VD9.33 | PA14_51410 pqsC 4568606 - 472
VD9.35 |PA14_51420 pgsB 4569350 + 572
VD9.36 |PA14_51390 pqsD 4567671 + 318
VD9.37 |PA14 51430 PgsA 4570525 - 944
VD9.39 |PA14_51420 pgsB 4569508 + 414
VD9.43 {PA14_51390 pgsD 4567523 466
VD9.44 |PA14 51420 pgsB 4569507 - 415
VD948 |PA14_51390 pqsD 4567598 391
VD9.49 |PA14 51430 pgsA 4570572 - 897
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Figure 2-21. Localisation des insertions transpositionnelles dans la région mvfR-phnAB-pqsABCDE
lors du criblage en milieu acide.

11 est surprenant qu’il n’y ait pas eu d’insertion dans mvfR, mais ceci s’explique par
le fait que la majorité des mutants mvfR" déja obtenus lors du criblage précédent
présentaient une faible production de HAQ (Tableau 2-1). Or lors de ce criblage-ci, seuls
les mutants n’émettant aucune fluorescence et donc ne produisant aucune trace de HHQ
ont été sélectionnés. Les mutants faiblement fluorescents n’ont pas été pris en compte
pour le séquencage. Il se peut donc que les mutants mvfR™ aient été €liminés lors de cette
sélection.

Enfin, aucun mutant impliqué dans la biosynthése de la chaine alkyle des HAQ n’a
été identifié par ce criblage, ce qui confirme 1’hypothése de plusieurs voies de synthése
ou de Deffet 1étal d’une telle mutation chez P. aeruginosa. Cette derniére possibilité
pourrait suggérer que la production de la chaine alkyle des HAQ passe par la voie
générale de synthése des acides gras, essentielle a la viabilité de la cellule.

Les résultats obtenus lors du second criblage confirment que pgsA, pgsB, pgsC et

pqsD sont les seuls génes de biosynthése du noyau quinoline du HHQ.

2.3.3.1.1.4 Identification du transposant 10.41

Parmi les transposants non-iridescents déficients dans la production de HAQ, un de
ceux-ci, VD10.41, produit encore de la pyocyanine. Ce énotype n’a encore jamais été
rencontré, hormis dans le transposant pgsLVD5.79 (voir la section 2.3.3.1.1.2, p. 88).

Afin de connaitre le lieu d’insertion du transposon dans VD10.41, celui-ci a ét¢ détermine
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par séquengage. Le transposon IS/acZ s’est intégré dans le géne pgsd, a 117 paires de
bases en aval du codon d’initiation de la traduction. Tout comme le transposant
PgsLVD5.79, VD10.41 produit des HAQ si on lui fait exprimer en trans les genes
PgsABCD sur un plasmide (pLG12), ce qui confirme une mutation dans I’opéron pgs.

Cette insertion n’explique pas la raison pour laquelle ce mutant produit toujours de
la pyocyanine. En effet, dans un tel mutant, le régulon MvfR qui contrdle la production
de pyocyanine indirectement via ’enzyme PgsE n’est pas activé.

Afin de vérifier si la présence du transposon pouvait étre responsable du phénotype
du mutant 10.41, le transposon a été excisé au moyen de la recombinase CreA pour ne
laisser qu’une insertion finale de 63 paires de bases (Bailey & Manoil, 2002). Malgré
Pexcision du transposon, le mutant VD10.41 produit toujours de la pyocyanine en
absence de HAQ.

PgsE est une protéine essentielle pour obtenir une production de pyocyanine
(Diggle et al., 2003; Gallagher et al., 2002). Néanmoins, puisque le mutant 10.41 ne
produit aucun HAQ, MvfR ne peut étre activé par ses ligands et la transcription du géne
PgsE doit étre inhibée dans ce mutant. Comment expliquer alors la production de
pyocyanine dans ces conditions ? La protéine PgsE n’est-elle plus strictement nécessaire
pour obtenir de la pyocyanine dans ce mutant ? Pour le vérifier, la mutation présente chez
le mutant 10.41 a été transférée chez la souche sauvage PA14 et chez le mutant pgsE par
une méthode de recombinaison inter-génome (Choi e al., 2006). La mutation transférée
dans PA14 et dans pgsE a aboli la production de HAQ. PA14-VD10.41 produit toujours
de la pyocyanine en absence de HAQ, mais le double mutant pgs£10.41 n’en produit
pas. Ce résultat démontre que PqsE semble toujours essentiel pour obtenir une production

de pyocyanine dans cette souche.

2.3.3.1.1.5 Identification des mutants non-iridescents produisant des HAQ

I est intéressant d’observer que, si tous les mutants déficients dans la production de
HAQ sont non-iridescents, il existe toutefois des mutants non-iridescents ayant une
production de HAQ normale. Lors du criblage chez le mutant pgsL, plusieurs de ceux-ci
ont été identifiés, dont 8 ont été séquencés (Tableau 2-1). Lors du criblage en milieu

acide, 47 autres mutants non-iridescents et produisant toujours des HAQ ont été
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sélectionnés. Afin de vérifier si les mutants identifiés lors du deuxi¢éme criblage sont les

mémes que ceux identifiés lors du premier criblage, 8 de ceux-ci ont été séquences
(Tableau 2-3).

Tableau 2-3. Liste des mutants non-iridescents produisant encore des HAQ.

Insertion Distance par
Nom du | Géne affecté| Nom du dans le rapport au
mutant | dans PA14 géne Fonction du géne génome | Brin | codon start
promoteur NADH dehydrogenase
VDNI9 |PA14_29990f nuoD 1 chain C,D 2597949 - 4
promoteur GTP
VDNI10 |PA14_52180| derelA | pyrophosphokinase | 4628535 | + -31
PAQ932
VDNI11 | PA14_52210| cysM cysteine synthase B | 4630228 - 621
methyltransterase
VDNI12 | PA14_61680{ PA4664 putative 5504051 + 375
VDNI13 | PA14_30100] PA2630 | protéine hypothétique | 2607114 + 666
VDNI14 | PA14_10410 / protéine hypothétique | 898528 | + 34
methyltransterase
VDNIi15 | PA14_61680| PA4664 putative 5503801 + 625
VDNI16 | PA14_69230| ppk polyphosphate kinase | 6175065 | + 1744

Parmi les 16 mutants non-iridescents séquencés produisant toujours des HAQ (huit
lors du premier criblage et huit lors du second, voir ci-dessus), 5 présentent des insertions
dans les génes impliqués dans la respiration cellulaire bactérienne (nuoD (pgsLVD3.30 et
VDNI9), nuoF (pgsLVD5.8), sucD (pgsLVD5.10) et PAl14 57560 (pgsLVD5.57)).
L’étude plus approfondie du lien entre la respiration cellulaire, I’iridescence et I'autolyse
sera présentée au point 2.3.4, p. 123. Quant aux 11 autres génes dont la mutation induit la
disparition du phénotype d’iridescence, ils sont pour la plupart peu caractérisés, n’ont pas
de lien connu avec la respiration anaérobie et ne semblent pas se regrouper dans un
domaine ou une fonction commune. Il est toutefois intéressant de remarquer que deux
mutants présentent une insertion dans le géne PAI14 61680, codant pour une

méthyltransférase putative, et que deux autres mutations ont affecté un opéron putatif
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composé des génes reld, ygcA et cysM dont au moins reld et cysM sont impliqués dans la
résistance a différents stress chez P. putida (www.pseudomonas.com, (Mao et al., 2009;
Reva et al., 2006)).

Il est intéressant également de constater que le mutant pgsLVD3.2 posséde une
insertion transpositionnelle dans une protéine hypothétique, présente dans PA14 et
absente dans PAOL. Celle-ci coderait une protéine de bactériophage gp37 (Revel, 1981).
Une hypothése soulevée dans la littérature serait que I’une des raisons pour lesquelles les
quinolones ont une activité antibiotique est qu’elles pourraient induire I’expression de
prophages endogénes (D'Argenio er al, 2002). L’expression de ces prophages
expliquerait I’apparition de Pautolyse, et I'excés de HHQ libéré provoquerait
Iiridescence. Cette hypothése a toutefois perdu de sa valeur lorsque j’ai observé qu’aprés
plusieurs repiquages le phénotype d’iridescence et d’autolyse est réapparu chez le mutant
pgsLVD3.2.

Bien que tous ces résultats nous €loignent du but premier de ce criblage, ils
pourraient faire I’objet d’une étude plus poussée sur les causes de I’iridescence chez P.

aeruginosa (voir points 2.3.4.1.1 et 2.3.4.2.1).

2.3.3.1.1.6 Conclusion sur les enzymes requises pour la biosynthése du HHQ

Au terme de ces deux criblages, plusieurs conclusions peuvent étre mises en
¢vidence. Sur 72 000 colonies, 149 étaient non-iridescentes et non-autolytiques. Parmi
celles-ci 83 ne produisent plus aucun HHQ, et tous les mutants séquencés de ce groupe
[39] ont présenté une insertion dans I’opéron pgsABCD. Quant aux mutants non-
iridescents non-autolytiques produisant toujours du HHQ, ils possédent des insertions
ailleurs sur le génome, dont plusieurs affectent la respiration anaérobie de la cellule. Ceci
permet de conclure que (i) I’identification de colonies non-iridescentes et non-
autolytiques sur un milieu acide (pH 6,5) est une méthode valable pour cribler des
mutants déficients dans la production de HHQ; (ii) que I’analyse par fluorescence est
avantageuse pour confirmer 1’absence totale de HHQ, tandis que I’analyse par le suivi de
la pyocyanine permet de sélectionner les mutants présentant une réduction de production

de HHQ et (iii) que les seuls génes absolument requis dans la production de HHQ sont les
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geénes pqsA, pqsB, pqsC et pgsD. L’étude de la voie de biosynthése du HHQ devra donc

se concentrer sur ces quatre genes.

2.3.3.1.2  Séquence fonctionnelle des enzymes PqsABCD.
Le HHQ est synthétisé par les enzymes PqgsABCD a partir d’acide anthranilique. Le

role exact de chacune de ces enzymes ainsi que les différents intermédiaires qu’elles sont
susceptibles de produire restaient encore inconnus lors de I’initiation de ce projet. De
nombreuses recherches ont été effectuées, entre autres par Marie-Héléne Castonguay lors
de sa maitrise dans le laboratoire du Dr. Frangois Lépine, en utilisant les différents
mutants de I’opéron, et en analysant les métabolites retrouvés dans le surnageant. Aucun
des tests n’a permis d’identifier un intermédiaire de la biosynthése des HAQ. Néanmoins,
les connaissances sur le systtme MvfR-PQS a cette époque étaient plus limitées. Les tests
n’ont par exemple pas été réalisés en présence de PQS pour activer la transcription de
I’opéron, ce qui fut systématiquement fait dans les expériences présentées ici. De plus,
ces anciennes expériences étaient basées sur I'utilisation des mutants polaires de
I’opéron. Bien que les génes en aval des mutations soient légérement transcrits dans ces
mutants, leur expression n’est pas optimale, ce qui nuit  la recherche des intermédiaires
de 1a biosynthése du HHQ. Depuis ces derniers travaux, nos connaissances sur I’opéron
pqsABCDE, et surtout la génération de nouveaux mutants non polaires de I’opéron nous

permettent de réitérer et d’approfondir les recherches.

2.3.3.1.2.1 Les enzymes PqsA, PqsB, PqsC et PqsD sont toutes nécessaires a la
production du HHQ

Dans un premier temps, il est nécessaire d’identifier la séquence fonctionnelle des
quatre enzymes impliquées dans la transformation de I’acide anthranilique en HAQ. Nos
travaux (Lépine et al., 2007) ainsi que d’autres (Zhang et al., 2008) ont montré que
certains produits de 1’opéron, tels que le DHQ, ne requiérent que les enzymes PgsA et
PgsD. 11 est donc possible que d’autres produits de I’opéron ne nécessitent pas I’action
des quatre enzymes PqsABCD mais de seulement une ou deux d’entre elles. Afin
d’évaluer cette possibilité, j’ai analysé la production du HHQ et du DHQ dans le
surnageant de plusieurs mutants polaires et non polaires de 1’opéron (Figure 2-22). Ceux-

ci étaient complémentés ou non avec un plasmide exprimant certains génes de I’opéron.
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Ils étaient également exposés a 20 mg/l de PQS des le début de leur croissance afin
d’activer la transcription de I’opéron (tel que décrit dans la section matériel et méthodes
(section 2.2.1.1, p. 66), cette condition sera appliquée par défaut pour toutes les
expériences ultérieures utilisant les mutants de Popéron, sauf si spécifié autrement). Tel
qu’attendu, les résultats montrent que le HHQ est produit dans toutes les souches
contenant des enzymes PqsA, PgsB, PgsC et PgsD fonctionnels (souche sauvage et
mutants complémentés) mais est absent dans les cultures des mutants déficients pour I'un
ou lautre de ces quatre génes. Les mutants pqsA” et pgsD” ne produisent ni HHQ ni
DHQ. Par contre, les mutants pgsB~ et PgsC non polaires produisent du DHQ. Ces
résultats confirment que le DHQ ne nécessite que I’action des enzymes PgsA et PqsD,
alors que le HHQ requiert les 4 enzymes. La présence de DHQ chez les mutants par
transposons pqsB” et pgsC confirme que les insertions n’ont pas d’effet polaire absolu et
que les geénes en aval sont encore transcrits.

I

30

25 [

20 BHHQ
OHQNO
ADHQ

-
o

4]

Concentration des métabolites (mg/l)
o

Figure 2-22. Production de HHQ, de HQNO et de DHQ dans différents mutants de I'opéron
PgsABCDE.

Pol = mutants par insertion transpositionnelle. Non pol = mutants non polaires.

La fonction de PqsA est d’associer un coenzyme A a I’acide anthranilique,
précurseur des HAQ (Coleman et al., 2008). Le coenzyme A, a travers le lien thioester
fortement énergétique qu'il forme lorsqu’il est associé & une molécule, « active » cette

dernire, et lui permet ainsi de participer a des réactions auxquelles elle ne participerait
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pas si elle n'était pas activée par le coenzyme. Il est donc probable que PgsA soit la
premiére enzyme de la séquence catalytique de la biosynthése des HAQ, puisqu’elle est
responsable de 1’ « activation » de I’acide anthranilique. Si I’on suppose que PgsA et
PgsD fonctionnent de la méme maniére lors de la biosynthése du DHQ et lors de celle des
HAQ, j’ai émis I’hypothése que PgsD soit la deuxiéme enzyme impliquée dans le

processus, avant PqsB et PgsC.

2.3.3.1.2.2 Les enzymes PqsA et PqsD fonctionnent ensemble, les enzymes PqsB et PqsC
également, dans la biosynthése du HHQ

Dans un premier temps, il serait intéressant de savoir s’il existe un produit
intermédiaire dans la biosynthése du HHQ, synthétisé par PgsA et PgsD, a I’instar du
DHQ et du 2-AA. Pour le vérifier, différents mutants de I’opéron ont été cultivés
ensemble. Une premiére observation intéressante est que, bien que tous ces mutants pris
séparément (et sans ajout de PQS) ne produisent pas de pyocyanine, plusieurs de ceux-ci
cultivés ensemble en produisent. Ceci suggére que ces mutants sont capables de
s’échanger des intermédiaires de biosynthése pour parvenir & produire des HAQ et activer
ainsi I’expression de pgsE, menant 4 la production de pyocyanine. La production de HHQ
et de DHQ a été analysée dans ces différentes conditions. Tel que présenté a la Figure
2-23, les mutants seuls n’ont pas produit de HHQ. J’ai observé du HHQ dans une co-
culture entre pgs4 et pgsB’, ainsi qu’entre pgsD™ et pgsC . Cela signifie qu’il existe un
intermédiaire extracellulaire de la biosynthése du HHQ, que j’ai nommé pHHQ, produit
par ’une des deux enzymes et utilisé comme substrat par I’autre enzyme. Par contre, une
co-culture entre pgsC et pgsB™ ne permet pas la production de HHQ. Il n’existe donc pas
d’intermédiaire extracellulaire entre I’activité de PqsC et PqsB. Puisqu’on peut déceler un
intermédiaire entre PqsA et PgsB, ainsi qu’entre PqsC et PqsD, mais pas entre PqsB et
PgsC, I’hypothése selon laquelle PgsA et PqsD d’une part et PqsB et PqsC d’autre part

agiraient de maniére groupée semble valide.
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Figure 2-23. Production de HHQ et DHQ dans différents mutants de Popéron cultivés seuls ou en co-
culture, et en présence de 20 mg/l de PQS.
Np = non polaire.

2.3.3.1.2.3 Le pHHQ est extracellulaire

Jai voulu m’assurer que le pHHQ est relaché dans le milieu cellulaire et non le
résultat de la lyse cellulaire naturelle lors de la croissance bactérienne. J’ai comparé la
quantité¢ de HHQ produite dans une culture du mutant PqsAwp pqsH en présence du
surnageant d’une culture lysée ou non du mutant pgsCrp contenant le pHHQ. Le
surnageant obtenu avant lyse cellulaire contient autant de PHHQ que le surnageant
obtenu aprés la lyse. En effet, en présence du surnageant avant et aprés lyse cellulaire
d’une culture de pgsC,, le double mutant PqsA w pgsH a produit respectivement 2,94 et
2,96 mg/l de HHQ. Ce résultat montre que le pHHQ se retrouve naturellement dans le

milieu extracellulaire des bactéries, du moins chez les mutants qui ’accumulent.

2.3.3.1.2.4 Le pHHQ est un produit de PgsA et PqsD et un substrat de PqsB et
PqsC
D’aprés les résultats précédents, ’hypothése retenue est celle ou [’acide
anthranilique est pris en charge par PgsA et PgsD pour fournir un intermédiaire
extracellulaire appelé pHHQ, qui est ensuite transformé par PgsB et PqsC en HHQ. Dans
ce cas, le surnageant de cultures des mutants pgsB’ et pgsC doit contenir le pHHQ,

produit de PqsA et PqsD. Afin de vérifier cette hypothése, j’ai cultivé tous les mutants de
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I’opéron en présence de différents surnageants de ces mutants (Figure 2-24). La
production de HHQ n’a eu lieu que chez les mutants pgs4”™ et pgsD" en présence du
surnageant d’un mutant pgsB~ ou pgsC. Ce résultat indique que I’action combinée de
PgsA et PgsD donne du pHHQ, utilisé ensuite par PqsB et PqsC pour former du HHQ. Il
démontre également qu’il n’y a pas d’intermédiaire extracellulaire entre PqsA et PgsD, ni

entre PqsB et PqsC.
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Figure 2-24. Production de HHQ chez les mutants pqs en présence de différents surnageants.

Un schéma récapitulatif des conditions de production du pHHQ est présenté dans la
Figure 2-25.
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Figure 2-25. Schéma résumant les conditions utilisées pour la production et la détection du
précurseur du HHQ.

Pour confirmer ces résultats, et afin de m’assurer que PgsB et PqsC sont
responsables de la transformation du PHHQ en HHQ, j’ai utilisé des inhibiteurs
spécifiques & PqsB et/ou PqsC, a savoir le 2-bromo-N-(3-fluorophényl) acétamide (ou
molécule B) mentionné en p. 82, et ’inhibiteur M27 (voir la structure a la Figure 2-26)
fourni par le laboratoire du Dre Rahme (résultats non-publiés). Ces inhibiteurs ont été
incubés avec le mutant pgs4 ', pgsH en présence du surnageant de pgsC np Contenant le
pHHQ. Tel qu’attendu, en présence de ces inhibiteurs, la conversion du pHHQ en HHQ a
¢été compromise, voire méme abolie totalement en présence de la molécule B (Figure
2-26). Ce résultat confirme que PgsB et/ou PgsC sont bien essentiels pour la
transformation pHHQ en HHQ.

101



B

OL T — T {

Br
’ Surnageant Surnageant Surnageant = | N\ 0 /©/
+B + M27 S\/U\
L P Rt

Concentration de HHQ (mg/l)
W

Figure 2-26. Production de HHQ en présence des inhibiteurs B ou M27, dans un mutant pgs4u,
pgsH'.

(A) quantité de HHQ détectée par LC-MS. Le surnageant utilisé est un surnageant du mutant pgsC o, activé
avec du PQS. (B). Structure du M27.

2.3.3.1.3 Identification du pHHQ
L’étude de la séquence fonctionnelle des enzymes PqsA, PqsB, PqsC et PgsD au

point précédent a permis d’affirmer que PqsA et PqsD étaient les premicres a étre
utilisées pour la transformation de 1’acide anthranilique. Le produit de ces deux enzymes,
le pHHQ se retrouve dans le surnageant, puis est utilisé par les enzymes PgsB et PgsC
pour étre transformé en HHQ. Toujours dans le but de caractériser la voie de biosynthése

du HHQ, le point suivant vise a identifier le pHHQ.

2.3.3.1.3.1 Le pHHQ est polaire

Le surnageant du mutant pgsC y,p a 6té extrait  I’acétate d’éthyle, afin de déterminer
si le pHHQ est polaire ou non. La fraction non polaire concentrée deux fois et la fraction
aqueuse ont ensuite été ajoutées dans une culture d’un mutant pgs4 o, pgsH supplémenté
de PQS. Le HHQ a été détecté chez le mutant pgsd ', pgsH en présence de la fraction
aqueuse du mutant pgsC o, seulement (Figure 2-27). Le pHHQ est donc polaire.
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Figure 2-27. Production de HHQ dans un mutant PgsA "y, pgsH exposée 2 la fraction polaire ou non
polaire d'un surnageant de pgsC, npe

Dans le but de trouver une méthode pour extraire le pHHQ du surnageant,
Pextraction & I’acétate d’éthyle a été répétée en condition acide (ajout de HCI jusqu’a
obtention d’un pH 1,3) et alcaline (ajout de NH4OH jusqu’a obtention d’un pH 10,1). Les
différentes extractions ont ensuite été ajoutées 4 une culture de Pq9sA'np pgsH et la
production de HHQ a été analysée. Aucune de ces conditions n’a généré la production de

HHQ. Le pHHQ n’a donc pas pu étre extrait du surnageant en condition acide ou basique.

2.3.3.1.3.2 Le précurseur du HHQ est dérivé de ’acide anthranilique

Afin de confirmer que le pHHQ est dérivé de I’acide anthranilique, j’ai rajouté 50
mg/l d’acide anthranilique tétradeutéré a une culture du mutant pgsCp,. Le surnageant,
une fois filtré, a été inoculé avec le double mutant PgsA vy pgsH, et du HHQ tétradeutéré

a été détecté par LC-MS, ce qui a confirmé que le pHHQ est bien dérivé de I’acide

anthranilique.

103



VD
ED0126_04 1155 (21.201) Cm (1134:1225-1008:1076) Scan ES+
100~ 244 1.32e4
) : : \\ HHGQ
| Acide anthranilique non marqué
%Yo
] 245
ol 242
N NS L SIS SN S I IR IR LML
ED0156_10878(16.128) Cm (856.975-771.831) Scan ES+
_ 248 1.96e5
100
] 244 -\
HHQ/ e
m % Acide anthranilique tétradeutéré Sl N
245 | 249
i o0 2186 s o 242 f. L) 2
ety rTT T YT TR S S e e e -|-1uv|mlz
205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255

Figure 2-28. Production de HHQ deutéré dans un mutant pgsA',, pgsH en présence du surnageant
d'un mutant pgsC ,, nourri 4 I'acide anthranilique deutéré ou non.

2.3.3.1.3.3 Le DHQ, le HHQ avec ester méthylique et Pacide anthranilique CoA ne
sont pas les substrats de PqsB et PqsC

Afin de s’assurer que le DHQ, qui est un produit de PqsA et PgsD, ne peut pas étre
le pHHQ, 20 mg/l de DHQ ont été donnés au mutant pgsAd'y, pgsH . En paralléle, de
I’anthranoil CoA a également été donné & ce mutant. Aprés 9 heures d’incubation, le
surnageant de ces cultures a été analysé par LC-MS. Comme attendu, il n’y a pas eu de
production de HHQ. Le DHQ et I’anthranoil CoA ne sont donc pas les substrats des
enzymes PqsB et PqsC menant a la production de HHQ.

Une autre hypothése soulevée est que le pHHQ soit un HHQ possédant un
groupement supplémentaire (Figure 2-29), clivé par la suite par PqsC. Un modeéle
hypothétique contenant un ester méthylique a été synthétisé dans le laboratoire du Dr.
Francois Lépine et a été ajoutée a une culture du mutant pgs4 ., pgsH . Cependant,

aucune production de HHQ n’a été détectée dans ces conditions non plus.
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Figure 2-29, Structure d’un analogue du HHQ contenant un ester méthylique.

2.3.3.1.3.4 Purification partielle du pHHQ

Le surnageant d’un mutant pgsC np & €t€ extrait & 1’acétate d’éthyle afin d’éliminer
les molécules non polaires présentes. La phase aqueuse obtenue aprés cette extraction a
été fractionnée au HPLC afin de purifier le PHHQ. Les différentes fractions obtenues ont
ensuite été inoculées avec le double mutant PqsA'wp pgsH , toujours en présence de PQS.
Une forte production de HHQ a été détectée lorsque le double mutant a été cultivé en
présence de la phase polaire totale non fractionnée, ainsi que dans la fraction 5-10 min.

(Figure 2-30). On peut donc séparer le pHHQ par HPLC, et ce demier se situe

essentiellement dans cette fraction.

N W s

Concentration de HHQ (mg/l)

o

fraction pgsAnp ajout ajout ajout  ajout ajout ajout ajout
polaire pgsH fraction fraction fraction fraction fraction fraction fraction

totale polaire 0-5min 5-10 10-15  15-20 20-25 25-40
totale min min min min min

Figure 2-30. Production de HHQ par pgsA,, pgsH en présence de différentes fractions du
surnageant de pgsC non polaire,
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La fraction 5-10 min. a été analysée au LC-MS, afin de trouver une molécule
majoritaire correspondant au pHHQ, et absente dans les autres fractions. Cependant,
aucune molécule présente spécifiquement dans cette fraction n’a pu étre observée en
guantité significative, tant en mode positif qu’en mode négatif par LC-MS.

Afin de purifier davantage le pHHQ présent dans la fraction 5-10 min., j’ai répété
I’expérience en séparant une seconde fois la fraction 5-10 min. en deux fractions (5-7
min. et 7-10 min.). Afin de faciliter I’identification du pHHQ par LC-MS, de Iacide
anthranilique tétradeutéré a été ajouté aux bactéries produisant le précurseur. En plus du
mutant pgsCrp, j’ai cultivé également le mutant pgs4” dans les mémes conditions afin
d’obtenir un témoin négatif adéquat comme comparatif pour les chromatogrammes. Le
surnageant polaire des deux souches a donc été fractionné et les fractions 5-7 min. et 7-10
min. inoculées avec le double mutant pgsd, pgsH. Comme attendu, les bactéries
cultivées en présence des fractions du surnageant de pgs4™ n’ont pas produit de HHQ,
alors que celles cultivées avec les fractions du surnageant de pgsCop en ont produit,
autant dans la fraction 5-7 min. que dans la fraction 7-10 min. (Figure 2-31). Ce sous-
fractionnement n’a donc pas permis une meilleure purification du pHHQ. Par la suite j’ai

travaillé directement avec la fraction 5-10 min.
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Figure 2-31. Production de HHQ par le mutant pgsA'y, pgsH en présence de différentes fractions
HPLC.
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Lors de I’analyse comparative entre les fractions 5-7 min. de PpqsCyp et de pgsA’,
aucune molécule tétradeutérée présente uniquement dans le surnagent du mutant pgsChy
n’a pu étre détectée, en dehors du DHQ. Le DHQ se trouve également dans la fraction 7-
10 min. Puisque le DHQ se retrouve dans toutes les fractions ot se situe le pHHQ, cela

laisse penser qu’il partage avec lui plusieurs propriétés physico-chimiques.

2.3.3.1.3.5 Détection du précurseur du HHQ

Une autre approche a été explorée. De ’acide anthranilique tétradeutéré a été ajouté
dans une culture du mutant pgsC’ np, afin d’identifier les molécules produites a partir
d’acide anthranilique, présentes dans ce surnageant et absentes dans un mutant pgsd".
Malheureusement, aucune molécule détectable par LC-MS dans nos conditions autre que
le DHQ n’a présenté une augmentation de masse de 4 daltons dans le surnageant de pgsC
np-

L’acide anthranilique et le HHQ étant des molécules aromatiques visibles au spectre
ultraviolet (excitation a une longueur d’onde de 254 nm), j’ai émis ’hypothése selon
laquelle mon précurseur devrait également y étre visible. En passant la fraction 5-10 min.
du mutant pgsC,, aux UV, aucune molécule n’a présenté de fluorescence. Le spectre UV
de la fraction 5-10 min. du mutant PgsC yp est similaire a celui du mutant pgs4™.

La fraction 5-10 min. du surnagent de pgsC, np @ €galement été analysée par un
spectrométre MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un analyseur a
temps de vol (TOF, time-of-flight mass spectrometry), dans le laboratoire du Dr. Alain
Fournier. Cette fraction a été comparée 4 la fraction 5-10 min. du surnageant du mutant
pgsA’, qui ne produit pas le pHHQ. Aucune molécule en quantité significative n’a pu étre
détectée dans le surnageant du mutant PqsC np uniquement, mis a part le DHQ.

L’une des hypothéses avancée a ce stade fut que le pHHQ soit lié a une protéine, ce
qui empéche sa détection lors des analyses standard au LC-MS. Afin de vérifier si le
PHHQ est li¢ & une protéine, j’ai passé la fraction 5-10 min. du mutant PgsC qp Sur un
filtre dont les pores bloquent le passage des molécules supérieures a 3000 daltons. Le
filtrat et le rétentat ont ensuite été inoculés avec le mutant PqsA oy pgsH . En présence du

filtrat, mais non du rétentat, le double mutant a produit du HHQ (Figure 2-32). Ce résultat
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montre que le pHHQ n’est pas associé a une molécule d’un poids moléculaire supérieur a
3000 daltons.

0,30
0.25

0,20 -
0,15 1

0,10

Concentration HHQ (mg/l)

0,05 -

0,00 -
contrble fraction totale filtrat rétentat

Figure 2-32. Production de HHQ par le mutant pgs4-,, pgsH en présence de la fraction 5-10 min. du
surnageant de pgsC,, contenant les molécules de masse supérieure (rétentat) ou inférieure (filtrat) a
3000 Da.

Témoin négatif : double mutant pgs4 ap pgsH sans ajout de molécules.

Une autre hypothése qui expliquerait le probleéme de détection du pHHQ est qu’une
petite protéine associée au pHHQ soit dégradée lorsque ce complexe s’accumule chez le
mutant pgsC ,, en absence des enzymes capables de compléter la synthése du HHQ. Le
pHHQ serait donc lié & une protéine dont la dégradation partielle affecte la masse du
complexe. De ce fait, le spectrométre de masse ne parvient pas a identifier une molécule
de masse spécifique. Afin de pallier a cette difficulté, j’ai traité la fraction contenant le
pHHQ avec de I’hydrazine (NH;NH,). L’hydrazine vient briser le lien ester ou thioester
entre le pHHQ et la protéine avec laquelle il pourrait étre associé et remplace le
groupement protéique par un groupement hydrazide (Figure 2-33) (Fedor & Bruice,
1964).
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Figure 2-33. Réaction de I'hydrazine (NH,H,) avec les liens ester ou thiolester.

R = co-facteur ou enzyme activant le lien ester ou thiolester.

De I’hydrazine a été ajoutée au filtrat de pgs4’ et de pgsC’, qui a été analysé ensuite
au LC-MS. Cependant, aucune molécule présente dans le filtrat de pgsC et absente dans
le filtrat de pgs4™ n’a pu étre détectde. L’expérience a été répétée en présence de HCI,
toujours dans le but d’hydrolyser le lien entre la protéine hypothétique et le précurseur du
HHQ. De nouveau, aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre le surnageant
hydrolysé de pgs4” et celui de pgsC. Afin de vérifier si le pHHQ est toujours convertible
en HHQ, le surnageant hydrolysé de PgsC a été neutralisé et donné a un mutant PgsA op
pgsH . Les bactéries en présence du surnageant hydrolysé ont eu un probléme de
croissance qui n’a pas permis d’analyser la production de HHQ. L’expérience a été
répétée deux fois sans succés. La toxicité est trés probablement due a I’excés de NaCl
geénéré lors de la reneutralisation de la solution. Je ne peux donc pas déterminer si

I’hydrolyse ou I’hydrazinolyse affectent la transformation du pHHQ en HHQ.

2.3.3.1.3.6 Le précurseur du HHQ posséde-t-il une chaine aliphatique ?

Afin d’améliorer les conditions de détection du PHHQ, il était utile d’approfondir
les connaissances sur sa structure et ses propriétés. Par exemple, il était intéressant de
déterminer si le pHHQ posséde ou non la chaine aliphatique du HHQ. Dans ce but, le
PHHQ a été produit par un mutant PgsC rnp dans un milieu minimal dont la seule source de

carbone est de I’acétate possédant deux atomes de carbone 13 (*C). Si le pHHQ posséde
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une chaine aliphatique, celle-ci sera donc marquée. Le surnageant de cette culture fut
ensuite inoculé avec le double mutant pgs4 wp, pgsH, dans le milieu minimal en présence
d’acétate non marqué comme seule source de carbone, pour produire le HHQ. Le test
inverse a également été réalisé, en utilisant de I’acétate non marqué lors de la production
du pHHQ et de P’acétate marqué lors de la production du HHQ. Les différents
surnageants ont été analysés par LC-MS afin de déterminer dans quelles conditions la
chaine acyle du HHQ produit était marquée. Dans le HHQ, neuf carbones sont originaires
du précurseur de la chaine acyle. Le HHQ marqué posséde donc 9 daltons de plus que le
non marqué. Toutefois, aucune des deux conditions n’a mené a la production d’une
molécule de HHQ marquée par 9 daltons. Une production de HHQ non marqué (m/z + 1
= 244) et un ion pseudo-moléculaire de m/z + 1 = 252 étaient visibles dans les deux
conditions. La présence de HHQ non marqué dans les deux conditions laisse suggérer un
probléme de contamination, probablement lors de I’analyse LC-MS, car les sources de
carbone disponibles n’auraient dii permettre la production de HHQ non marqué que dans
’une ou I’autre des deux expériences. De plus, les quantités de HHQ détectées sont tres
faibles, ce qui suggére que les conditions expérimentales ne sont pas optimales pour sa
production. Aucune conclusion ne peut donc étre donnée a ce stade. L’expérience devra

&tre recommencée et améliorée.

2.3.3.1.3.7 Production de HHQ in vitro a partir du pHHQ

Lorsque le pHHQ est donné & des bactéries vivantes contenant les enzymes PqsB et
PgsC, celui-ci est transformé en HHQ. Si cette transformation se fait en peu d’étapes,
celle-ci peut avoir lieu dans une solution contenant les enzymes bactériennes
intracellulaires, en absence de bactéries vivantes. Afin de le vérifier, le surnageant de
pgsC contenant le pHHQ a été mis en présence du contenu intracellulaire d’un mutant
pgsD’. Aprés 90 min. d’incubation, la production de HHQ a quadruplé. En absence du
pHHQ ou des enzymes PgsB et PgsC, aucun HHQ n’a été produit (Figure 2-34). Ces
résultats supportent la thése d’une transformation enzymatique impliquant peu d’enzymes
entre le pHHQ et le HHQ.
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Figure 2-34. Production de HHQ in vitro.

2.3.3.1.3.8 Conclusions sur la voie de biosynthése du HHQ

Au terme de cette étude, plusieurs nouvelles connaissances ont été apportées sur la
voie de la biosynthése du HHQ. Pour la premiére fois il a été démontré qu’il existe, chez
le mutant pgsC p, un précurseur intermédiaire de la voie de biosynthése du HHQ. Celui-
ci est polaire, extracellulaire, produit de PgsA et PgsD et substrat de PqsB et PgsC.
Malheureusement, aucune condition n’a permis de détecter ce précurseur par
spectrométrie de masse, bien que les évidences biologiques soient incontestables. Ceci
peut étre dil a I’association de ce précurseur avec une molécule qui le dissimulerait lors
des analyses standard de détection par LC-MS. Le laboratoire continue a explorer cette
avenue et a mettre au point de nouvelles méthodes de détection afin de mieux caractériser

cette nouvelle molécule.

23.3.2 Biosynthése du HQNO

En paralléle a I’étude de la voie de biosynthése du HHQ, celle du HQNO a

également été explorée.

2.3.3.2.1 Recherche des enzymes impliquées dans la biosynthése du HONO

Le HQNO, ou 4-hydroxy-2-alkylquinoline N-oxyde, est également une molécule
appartenant a la famille des HAQ. Pour étre produite, celle-ci nécessite la présence des

enzymes PqsA, PgsB, PgsC et PgsD (Déziel et al, 2004), ainsi qu'une autre enzyme
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codée ailleurs sur le génome (Déziel ef al., 2004). Cette enzyme est nommée PqsL
(D'Argenio et al., 2002). Au moment ol ce projet a été entrepris, la voie de biosynthése
du HQNO restait aussi peu explorée que celle du HHQ. Puisque le HHQ n’est pas un
précurseur du HQNO (Déziel et al., 2004) et qu'une mutation dans le géne pgsL mene a
une augmentation de la production de HHQ et de PQS (D'Argenio et al., 2002), cela
suggére que leur voie de synthése pourrait avoir des précurseurs communs. Le HQNO est
également un dérivé de I’acide anthranilique (Déziel et al., 2004). Cette nouvelle section

est dédiée a I’étude approfondie de sa voie de biosynthese.

2.3.3.2.1.1 L’opéron pgsABCDE et le géne pgsL sont nécessaires a la production de
HQNO

Comme dans le cas du HHQ, il était nécessaire de déterminer au préalable les
enzymes impliquées dans la transformation de I’acide anthranilique en HQNO. Afin de
mettre au point une approche semblable a celle utilisée pour les génes de biosynthése du
HHQ, il fallut établir un phénotype permettant d’identifier les souches déficientes dans la
production de HQNO aprés une mutagenése aléatoire. Si son role antimicrobien ciblant
principalement les bactéries & Gram positif est bien connu, aucune étude ne s’est penchée
sur leffet éventuel du HQNO sur P. aeruginosa. Les seules connaissances a ce jour sont
qu’un mutant pgsL™ présente de I’iridescence et de I’autolyse (D'Argenio et al., 2002),

mais I’implication du HQNO dans ce phénotype n’a jamais été étudiée.
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Figure 2-35. Production de HAQ dans un mutant pgsL’ en fin de phase stationnaire (DOgo0 = 7).

112



Afin de déterminer si les génes pgsABCD et pgsL sont suffisants pour générer du
HQNO, ceux-ci ont été exprimés dans E. coli. Deux souches ont été mises en co-culture.
La premiére contient deux plasmides, I’un exprimant mvfR (pDN18-mvfR) et I’autre
pgsABCD (pLG12). La seconde souche contient un plasmide exprimant pgsL (pVDOS).
Le surnageant de cette co-culture a été analysé¢ par LC-MS afin de quantifier la
production de HQNO. Les résultats montrent que le HQNO n’a pas été produit. Ceci peut
étre expliqué par plusieurs raisons: (i) le HQNO nécessite la présence de génes
supplémentaires ; (ii) les deux souches n’ont pas pu échanger le(s) produit(s)
intermédiaire(s) car ceux-ci ne sont pas extracellulaires ; (iii) le géne pgsL n’est pas
exprimé correctement par E. coli (les vecteurs pDNI8mvfR et pLG12 fonctionnent chez
E. coli, comme cela a déja été démontré (Xiao et al., 2006a)).

Afin de vérifier si les produits intermédiaires peuvent étre échangés entre des
bactéries exprimant soit 1’opéron pgsdBCD soit le géne pgsL, une co-culture entre un
mutant pgsA” et un mutant pgsL” a été réalisée. Cette co-culture a produit du HQNO, ce
qui prouve que ces mutants ont ¢changé un intermédiaire métabolique via leur
environnement extracellulaire.

Afin de vérifier la fonctionnalité des différents geénes exprimés chez E. coli,
plusieurs tests ont été réalisés. Un surnageant du mutant pgsL™ nourri a I’acide
anthranilique tétradeutéré a été inoculé avec la souche E. coli exprimant pgsL (pVDOS),
mais aucune production de HQNO n’a pu étre détectée de maniére reproductible.
Néanmoins, de gros problémes de croissance ont été observés (aprés 24 heures, la DOgqy
a atteint un sommet de 2, alors qu’en absence du surnageant de pgsL™ les souches ont
atteint cette densité aprés environ 6 heures). L’expérience a été répétée, mais il semble
que E. coli soit affecté par certains facteurs extracellulaires sécrétés par P. aeruginosa
(Lee et al., 2010) et les problémes de croissance n’ont pas pu étre résolus. Ceci ne me
permet donc pas de confirmer la bonne expression de pgsL dans E. coli.

Du HHQ (0,44 mg/l) a été détecté chez la souche d’E. coli exprimant mvfR et
pgsABCD, ce qui montre que ces génes générent des protéines fonctionnelles dans cette
bactérie. Toutefois, aucune production de HHQ n’a été détectée dans la co-culture avec
E. coli exprimant pgsL (pVDO08). Ceci suggere que I'absence de production de HQNO

dans la co-culture est au moins en partie due a un probléme d’expression des génes
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pgsABCD ou mvfR puisque le HHQ n’est pas présent non plus. L’expérience a été répétée
trois fois et le méme probléme est survenu.

Ces expériences ne permettent donc pas de confirmer que les génes pgs4BCD et
pgsL sont suffisants pour produire du HQNO. De nouveaux tests devront étre élaborés

pour approfondir la question.

2.3.3.2.1.2 PgsA, PqsB, PqsC et PqsD sont tous nécessaires pour produire du HQNO.

En paralléle avec la recherche de tous les génes impliqués dans la biosynthese du
HQNO, j’ai étudié le role des protéines déja identifiées qui participent a cette
biosynthese.

Pour vérifier que les quatre protéines PqsA, PgsB, PqsC et PqsD sont toutes
requises pour produire du HQNO, j’ai quantifié cette molécule en absence de chacune de
ces enzymes. Le HQNO n’a été détecté dans le surnageant d’aucun mutant de ’opéron,
sauf si le géne défectueux est exprimé en frans sur un plasmide (Figure 2-22, p. 97).
Donc, tout comme pour le HHQ, la production de HQNO nécessite la présence de ces

quatre enzymes.

2.3.3.2.2 Séquence fonctionnelle des enzymes impliquées dans la biosynthése
du HONO

Dans le but de mieux comprendre le processus de biosynthése du HQNO, il est

nécessaire de connaitre la séquence fonctionnelle des enzymes impliquées.

2.3.3.2.2.1 La biosynthése du HQNO passe par un précurseur intermédiaire

extracellulaire produit de PgsA et PgsD et substrat de PqsB et PqsC

Puisque les enzymes PgsA, PqsB, PgsC et PgsD sont autant impliquées dans la
production du HHQ que du HQNO, il est intéressant de voir si leur voie de biosynthése
est semblable. La production du HQNO a été analysée dans les cultures des mutants de
I’opéron pgs, en présence de différents surnageants, tout comme cela avait été fait pour le
HHQ. La Figure 2-36 montre que, comme le HHQ (Figure 2-23, p. 99), le HQNO est
produit par les bactéries qui possédent les enzymes PgsB et PgsC fonctionnelles et qui

sont exposées au surnageant d’un mutant possédant les enzymes PgsA et PqsD
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fonctionnelles. Le HQNO posséde donc également un précurseur produit de PgsA et
PgsD et substrat de PqsB et PgsC.
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Figure 2-36. Production de HQNO dans différents mutants de I'opéron pgs en présence de différents
surnageants,

2.3.3.2.2.2 La protéine PqsL agit en aval de la protéine PqsA.

La différence majeure entre la voie de biosynthése du HHQ et celle du HQNO est
Iimplication de la protéine PqsL pour produire ce dernier. Par contre, sa place dans la
voie de biosynthése n’a jamais été étudiée. PgsL agit-elle en amont ou en aval des geénes
de I’opéron pgs ? Aucune molécule marquée n’a été observée dans le surnageant du
mutant pgs4” exprimant en frans pgsL (pVDO8) et nourri a I’acide anthranilique
tétradeutéré, ce qui suggére que ’acide anthranilique n’est pas le substrat de PgsL.

Le surnageant d’un mutant pgsL™ a été inoculé avec le mutant PgsA np. Inversement,
le surnageant de pgsA4™ a été inoculé avec le mutant pgsL’. L analyse de la production de
HQNO par LC-MS démontre que le HQNO n’est présent que dans la premiére condition,
ce qui signifie que la protéine PqsL agit aprés PgsA (Figure 2-37). La production de
HQNO dans un mutant pgs4 en présence du surnageant de pgsL’ indique également que

le substrat de PqsL, nommé pHQNO, est extracellulaire.
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Figure 2-37. Production de HQNO dans différents mutants exposés ou non au surnageant des
mutants pgsA” et pgsL’.

2.3.3.2.2.3 La protéine PgsL agit probablement en amont de PqsB et PqsC

Selon les résultats obtenus dans I’étude du pHHQ, je sais qu’il existe plusieurs
étapes dans la voie de biosynthése des HAQ qui libérent des composés dans le milieu
extracellulaire. Le DHQ et le pHHQ sont des produits extracellulaires de PqsA et PgsD,
et les autres HAQ sont des produits extracellulaires de PqsABCD. Puisque le substrat de
PgsL est également extracellulaire, il peut donc étre le produit de PgsA et PqsD
seulement, ou celui de PqgsABCD.

La présence d’une enzyme de biosynthése supplémentaire, PgsL, ajoute des étapes
supplémentaires 4 la voie de biosynthése, ce qui peut possiblement générer plus d’un
intermédiaire (Figure 2-38). Bien que la voie de biosynthése du HQNO passe
incontestablement par un précurseur extracellulaire produit de PqsA et PqsD, le pHQNOI
(voir 2.3.3.2.2.1, p. 114), la suite reste encore imprécise. En effet, le pHQNO1 peut étre
directement utilisé par PqgsBC pour produire un second précurseur, nommé pHQNO2a,
qui sera ensuite converti en HQNO par PqsL, mais il peut également étre transformé
directement par PgsL pour générer un autre précurseur, nommé pHQNO2b. Les données
présentées a ce stade ne permettent pas de déterminer laquelle de ces deux voies de

biosynthése emprunte le HQNO.
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Figure 2-38. Schéma hypothétique de la biosynthése du HQNO.
Les fléches en gras indiquent la voie la plus plausible selon les résultats préliminaires.

Afin de répondre a cette question, ’expérience précédente (section 2.3.3.2.2.2 p-
115) a été répétée en remplagant le mutant PgsA’ par un mutant pgsC. Aucune production
de HQNO n’a été détectée chez le mutant PqsCyp en présence du surnageant de pgsL’. 11
s’avére donc que la transformation du substrat de PgsL. (pHQNO1 ou pHQNO2a, voir
Figure 2-38) en HQNO nécessite la présence de PqsC (Figure 2-39). Ce résultat appuie
donc ’hypothése selon laquelle PqsL agirait en amont de PqsC (et possiblement de PqsB
également), et donc 1’existence du pHQNO2b.
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Figure 2-39. Production de HQNO chez les mutants PgsAy, et pgsC,,, en présence de surnageant du
mutant pgsL’.

Afin de confirmer I’hypothése de I’existence du PHQNO2b, le schéma inverse a été
réalisé. Le surnageant du mutant PgsC (qui produit le pHQNO1 et hypothétiquement le
pHQNO2b) a été donné a un mutant pgsL’. Grice a PqsB et PqsC, exprimés chez le
mutant pgsL’, il devrait y avoir une synthése de HQNO. Aucune production de HQNO
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n’a pourtant été détectée dans ces conditions. 11 est possible que ceci soit di a I’instabilité
du produit du HQNO2b. Afin de pallier & cette difficulté, j’ai tenté de minimiser le temps
entre la production du pHQNO2b et sa transformation par les enzymes PqsB et PqsC. Jai
utilisé des surnageants du mutant pgsC obtenus a différentes densités cellulaires et les ai
directement donnés au mutant pgsL’ lorsque celui-ci commence & produire ses HAQ,
¢’est-a-dire vers une DOgog de 2. Malgré ces tentatives d’optimisation, le HQNO n’a pas
été détecté. Ces résultats ne permettent donc pas de confirmer I’hypothése que PqsL agit

en amont de PqsC.

2.3.3.2.3 Identification du substrat de PqsL

A ce stade de 1’étude, les résultats indiquent qu’il existe un précurseur
extracellulaire du HQNO produit de PqsA et PqsD (pHQNOI) et que celui-ci est
transformé par les enzymes PqsB et PqsC, ainsi que par PgsL, dans une séquence encore
non définie. Etant donné la possible instabilité du pHQNO2b, les expériences suivantes
se sont focalisées sur la caractérisation du pHQNOL. Celui-ci pourrait nous apporter de
précieuses indications quant & la séquence fonctionnelle des enzymes de biosynthése du
HQNO.

2.3.3.2.3.1 Le DHQ et I’acide anthranilique coenzyme A ne sont pas le pHQNO1

Un ajout de DHQ ou d’acide anthranilique activé en CoA a été effectué dans une
culture d’un mutant pgsA4 ,p, pgsH . Aucun HQNO n’a pu étre détecté dans le surnageant
de cette culture analysé par LC-MS, ce qui suggére que ces composés ne sont pas le
précurseur pHQNOI. L’acide anthranilique CoA fait vraisemblablement partie des
intermédiaires intracellulaires de la voie de biosynthése du HQNO, comme dans le cas de

la biosynthése du HHQ.

2.3.3.2.3.2 Le pHQNOI1 s’accumule dans le temps

Afin de faciliter I’identification du pHQNOI, il est important de déterminer a quel
moment lors de la croissance cellulaire sa concentration est la plus élevée. Différents
surnageants du mutant pgsL’, pris tout au long de la croissance cellulaire, ont été inoculés

avec le mutant pgsA’. Tel que montré a la Figure 2-40, le pHQNOI s’accumule dans le
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surnageant du mutant pgsL’. Le surnageant du mutant PgsL’ sera donc toujours récolté en

phase stationnaire de croissance bactérienne pour les expériences ultérieures.
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Figure 2-40. Production de HQNO par le mutant pgsA4” exposé au surnageant d'un mutant pgsL pris
a différents temps de croissance.

2.3.3.2.3.3 Le précurseur du HQNO produit de PqsA et PqsD posséde les méme

propriétés que le précurseur du HHQ

Etant donné la ressemblance entre le processus de biosynthése du HHQ et du
HQNO par les enzymes PqsA, PgsB, PqsC et PgsD, les expériences lies a
I'identification du pHHQ ont été répétées pour le pHQNOI. Un résumé des résultats
obtenus est présenté ici. Il s’avére ainsi que le pHQNOI a de nombreuses caractéristiques
communes avec le pHHQ : (i) il est le produit de PgsA et PgsD , et le substrat de PqsB et
PqsC (Figure 2-36, p. 115), (ii) il est extracellulaire (Figure 2-41A), (iii) il est polaire
(Figure 2-41B), (iii) il est dérivé de I’acide anthranilique (Figure 2-41C), (1v) il posséde
une masse inférieure a 3000 daltons (Figure 2-41D) et (v) il se retrouve dans la méme

fraction HPLC du suageant polaire de pgsC, (Figure 2-41E).
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Figure 2-41. Caractérisation PHQNO1.

Production de HQNO dans un mutant PgsA o pgsH : (A) en présence du surnageant de pgsC,, avant et
apres lyse cellulaire ; (B) en présence de la fraction polaire ou non polaire du surnageant de pgsC, ; (C) en
présence d’un surnageant de pgsC: np NOUITI avec de I’acide anthranilique tétradeutéré ou non marqué ; (D)
en présence du filtrat et du rétentat d’un surnageant de pgsC',, passé sur un filtre de 3000 daltons. Témoin
= mutant pgsA'y, pgsH sans ajout; (E) en présence des différentes fractions polaires du surnageant de pgsC
np Passées au HPLC,

La fraction polaire du surnageant du mutant pgsL” supplémenté d’acide
anthranilique tétradeutéré a été analysée par LC-MS afin d’identifier des dérivés de
Iacide anthranilique marqués. Cependant, hormis le DHQ, aucune molécule n’a pu étre

identifiée.
2.3.3.2.3.4 Purification partielle du substrat de PgsL

La méthode la plus simple de purification et de concentration d’une molécule est
son extraction au moyen d’un solvant. Malheureusement, les propriétés trés polaires du
PHQNOL! lui font préférer la phase aqueuse et non la phase organique. Toutefois,
’acétone est un solvant beaucoup plus polaire que ’acétate d’éthyle, généralement
utilisé. Ce solvant est tellement polaire qu’il ne forme qu’une seule phase avec I’eau. Si
du NaCl est rajouté en quantité suffisante pour saturer I’eau, il y aura séparation des deux
phases. II serait intéressant de voir si le PHQNOLI peut s’extraire ainsi a 1’acétone. Un
millilitre de surnageant polaire du mutant pqsL’ a été extrait & I’acétone par cette méthode
et cet extrait a été donné a un mutant PgsA wp. Une concentration de 0,5 mg/l de HQNO a
¢té détectée lors de I’analyse du surnageant par LC-MS.

Il se peut que I’extraction & I’acétone soit peu efficace et que seule une fraction du
précurseur ait été récupérée, ce qui explique la faible production de HQNO observée.
L’expérience a été répétée quatre fois a partir de nouvelles extractions & 1’acétone plus
concentrées mais n’a plus jamais généré de HQNO, ce qui pose de gros problémes de
reproductibilité. L’hypothése d’une contamination ou d’une erreur expérimentale la
premiére fois n’est pas exclue.

Dans le but de produire davantage de précurseur, une extraction & I’acétone a été
réalisée sur 50 ml de surnageant du mutant pgsL’, en conditions acide, neutre ou basique.
Ces extraits ont ét¢ donnés au mutant pgsA’. Aucune de ces conditions n’a permis de

produire du précurseur.
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Une extraction a 1’acétone a été réalisée avec un surnageant du mutant pgsCy, et
’extrait en condition acide a permis de générer une faible quantité de HQNO (Figure
2-42A) par le mutant pgsA yp, mais aucune production de HHQ (Figure 2-42B). Ce type
d’extraction permet donc de récupérer le précurseur du HQNO mais pas celui du HHQ. Il
se peut que dans ces conditions, seul le précurseur-NO spécifique 2 la voie de biosynthése
du HQNO soit extrait, et ce malgré son apparente instabilité. Cela expliquerait pourquoi
Pextraction n’est pas efficace dans un mutant pgsL’ puisqu’il ne produit pas ce

précurseur.

[Epo132_n Scan ES4
%6
100 @ 287e
b
o S
2000 2500
ED0132_11 Scan ES4
244
100 _ ] 287e
1
- 84
1 gl 808,
2147 . {
0— T ™ L I T T L P
2000 2500
loo1a2_18 Scan ES
2y 1189 -
Pas de HQNO | "%l -
* \"_ 12.35
o 1274
c L) A LI X J 1] L} MR B L T LY L) LI
500 1000 1500 2000 25.00
s
S— T — Time
15.00 2000 25.00 |

Figure 2-42. Chromatogrammes de la production de HQNO et de HHQ chez le mutant pgsA', pqsH
en présence de I'extrait  I'acétone en condition acide du surnageant de pgsC,.

(A) Production de HQNO et (B) de HHQ par pgsd s, pgsH en présence de Iextrait a 'acétone du
surnageant du mutant pgsC . (C) Présence de HQNO et (D) de HHQ dans I’extrait a I’acétone,

2.3.3.3 Conclusion sur la voie de biosynthése des HAQ

En conclusion, je suis parvenue a confirmer [I’existence d’un précurseur
extracellulaire intervenant dans la biosynthése du HHQ et un second dans celle du

HQNO. Ceux-ci sont des produits des enzymes PgsA et PqsD, qui sont par la suite
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convertis par PqsB et PqsC. Dans le cas du HHQ, aucune enzyme supplémentaire n’est
nécessaire, tandis que dans le cas du HQNO, I’intervention de I’enzyme PqsL est
obligatoire. Par contre, je n’ai pas réussi & déterminer si PgsL agissait en amont ou en
aval des enzymes PqsB et PqsC, bien que plusieurs tests suggerent qu’elle agisse dans
une étape intermédiaire entre PqsAD et PqsBC.

Les précurseurs produits de PqsA et PqsD ont été minutieusement caractériseés,
méme si D’analyse n’a pas permis d’identifier la structure de ces composés
extracellulaires et polaires, possédant de nombreuses similitudes. Les résultats présentés
ici permettent d’apporter une importante contribution dans la caractérisation de la
biosynthése des HAQ et donneront naissance & plusieurs nouveaux projets au sein du

laboratoire.

2.3.4 Etude du role des métabolites produits par 'opéron pgsABCDE
dans le phénotype d’autolyse et d'iridescence

En paralléle a I’étude de la biosynthése des HAQ, plusieurs expériences ont été
réalisées afin d’approfondir les connaissances sur la fonction biologique de ces
composes, plus particuliérement concernant leur implication dans le phénotype

d’autolyse et d’iridescence des colonies de P. aeruginosa.

2.3.4.1 Réle du HHQ

2.3.4.1.1  Un excés de HHQ couplé i une autolyse méne a | ‘apparition d’un

Pphénotype d’iridescence sur colonie

Lors du criblage aprés mutagenése aléatoire dans un mutant pgsL’, j’ai utilisé le
phénotype d’iridescence et d’autolyse pour identifier les colonies déficientes dans la
production de HHQ (voir section 2.3.3.1.1.1 p. 84). Ce phénotype d’iridescence a
¢galement €t€ observé dans un mutant /asR™ (D'Argenio et al., 2007). Ces deux mutants
partagent plusieurs points en commun, dont celui de surproduire le HHQ. Pour vérifier si
la surproduction HHQ est impliquée dans 1’autolyse et I’iridescence, la morphologie sur
gelose de différents mutants produisant plus (/asR, pgsL’, pgsH') ou moins (pgsA’) de

HHQ a été étudiée. Aucune corrélation directe entre I’apparition d’iridescence et la
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surproduction de HHQ n’a été observée, puisqu’un mutant pgsH qui accumule davantage
de HHQ que pgsL (dix fois plus versus trois fois plus que la souche sauvage,
respectivement) présente une moins forte iridescence (Figure 2-43B et E).

Deux explications peuvent accompagner cette observation. D’une part, il se peut
que le HHQ génére une certaine toxicité au sein de la cellule, ce qui ménerait a I"autolyse
et a I’iridescence caractéristique, mais qu’un facteur présent dans la cellule permettrait
d’éliminer cette toxicité. Ce facteur serait dépendant de LasR et de PqsL, puisqu’en
absence de ces facteurs I’autolyse et D’iridescence sont exprimées. D’autre part, il est
également possible que le HHQ ne soit pas responsable de I’autolyse, et qu’un autre
facteur présent dans la cellule I'induise. Dans ce cas, ce facteur serait exprimé — ou
s’accumulerait - seulement chez les mutants /asR" et pgsL . Puisque LasR contréle pgsL
(D'Argenio et al., 2007), on peut supposer que ce facteur soit dépendant de PgsL. Je
privilégie la premiére explication, car le phénotype d’iridescence n’a jamais été observe
en absence d’autolyse, ce qui suggére qu’elle-méme puisse étre la cause de la lyse
cellulaire. La recherche de ce facteur supplémentaire protégeant contre la toxicité du

HHQ est présentée au point 2.3.4.2.

Figure 2-43. Phénotype d'iridescence et d'autolyse sur milieu solide chez différents mutants apreés 48
heures d’incubation a 37°C.

(A) lasR ; (B) pgsL ; (C) pgsA ; (D) PA14 ; (E) pgsH . Les photos ont été obtenues avec un appareil photo
placé sur un microscope Zeiss Stemi DV4 Stereo, grossissement 8x. Le milieu utilisé est le milieu TSB
avec 1.5% d’agar.
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Afin de vérifier que I’iridescence visible chez le mutant lasR™ et chez le mutant
pqsL” sont toutes deux composées de HHQ, celle-ci a été récupérée et analysée par
spectrométrie de masse. Tel qu’attendu (D'Argenio e al., 2007), une forte concentration
de HHQ a été détectée dans les deux solutions. L’iridescence observée dans ces deux
mutants est donc de méme nature.

En conclusion, le HHQ posséde donc un role significatif dans I’établissement d’un
phénotype iridescent chez certaines souches, bien qu’un simple excés de HHQ ne soit pas

suffisant pour créer ce phénotype.

2.3.4.2 Réle du HQNO

Le role connu du HQNO est son activité antibactérienne contre de nombreuses
especes bactériennes. Le HQNO est connu pour cibler la respiration cellulaire, comme
cela a été mentionné dans la revue de littérature (point 2.1.5.1). Toutefois, étant donné le
phénotype particulier d’autolyse et d’iridescence observable chez un mutant pgsL’, il
semble clair que cette molécule exerce un réle au sein méme de P. aeruginosa, et que ce
réle intervient dans la survie cellulaire. )’ai donc réalisé quelques expériences en
collaboration avec le Dr Luke Hoffman (University of Washington) afin d’identifier le
rle exact du HQNO dans P. aeruginosa, et plus spécifiquement dans I’établissement du

phénotype d’autolyse et d’iridescence.

2.3.4.2.1 Lien entre le HONO et apparition d ‘autolyse et d’iridescence sur

milieu solide

2.3.4.2.1.1 L’excés de HHQ est nécessaire mais non suffisant pour générer

Pautolyse et Piridescence : un autre facteur contrélé par PgsL intervient

Tel que présenté au point 2.3.4.1.1, le phénotype d’autolyse et d’iridescence
observé chez les mutants JasR™ et pgsL’ est en partie dii 4 une accumulation de HHQ. 11
est également certain que ce seul facteur ne suffit par pour générer le phénotype décrit.
Quel facteur supplémentaire affecté dans un mutant pgsL” et lasR interviendrait dans

I’apparition d’autolyse a pH neutre ?
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Puisque LasR contrdle la transcription de pgsL, une hypothése est que le facteur
responsable de I’autolyse et de I’iridescence dépend de la fonction de cette enzyme ou de
effet qu’elle induit au niveau de la cellule. Afin de le vérifier, j’ai surexprimé le geéne
pqsL en trans chez le mutant lasR". Tel qu’attendu, ’iridescence et I’autolyse dans ce
mutant sont absentes (Figure 2-44A), alors que la production de HHQ reste élevée dans
ces conditions (Figure 2-44B). Ceci démontre qu’une suraccumulation de HHQ est
nécessaire mais n’est pas suffisante pour induire le phénotype d’iridescence. De plus, ces
résultats indiquent que le facteur supplémentaire a ’excés de HHQ et nécessaire a
Papparition du phénotype étudié dépend bien de PqsL.

Un test similaire a été réalisé avec le mutant /asR™ exprimant constitutivement »AIR.
La production de HQNO, faible dans un mutant /asR’, n’augmente que légérement en
présence de rkiR, tandis que le PQS augmente et le HHQ diminue en sa présence, via le
contrdle de RhIR sur pgsd (Xiao et al., 2006b) et pgsH (Dekimpe & Déziel, 2009)
(Figure 2-44B). Ce mutant perd son phénotype autolytique et iridescent (Figure 2-44A).
Ceci s’explique par la diminution de la quantité de HHQ produite ainsi que par la légéere

augmentation de HQNO.
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Figure 2-44. Analyse du phénotype sur colonie (A) et de la production des HAQ (B) dans un mutant
lasR" surexprimant pgsL (pVDO8) ou rhIR (pUCPSKrhiR).

2.3.4.2.1.2 ldentification du facteur contrélé par PqsL et impliqué dans I’apparition

de I’autolyse et de I’iridescence

L’une des hypothéses proposées est qu’un mutant n’exprimant pas ou peu pgsL, tels
que /asR’ ou pgsL’ serait autolytique & cause d’un excés d’oxyde nitrique (NO), toxique
pour les bactéries, et que I’autolyse provoquerait la libération de I’excés de HHQ
intracellulaire. En effet, les transcriptomes de ces deux mutants révélent que parmi les
génes les plus surexprimés se retrouvent les génes nar et nir, codant pour des protéines
impliquées dans la dénitrification et dont le produit est le NO (résultats non-publiés,
laboratoire L.G. Rahme). Les génes de détoxification du NO n’étant pas surexprimés
dans pgsL’, et méme sous-exprimés chez le mutant lasR’, il y aurait alors une
accumulation de ce composé toxique, et ’autolyse de la colonie.

Afin de vérifier si une accumulation de NO induit le phénoméne d’autolyse,
plusieurs mutants connus pour générer un excés ou une carence de NO ont été inoculés

sur des géloses. Les mutants norB™ (bloqué dans la transformation du NO en N>O), fhp
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(bloqué dans la transformation du NO en N,O (Koskenkorva et al., 2008)) et hmgAd
(muté dans une dioxygénase se liant au NO pour le détoxifier (Yoon ez al., 2007))
accumulent le NO, et pourraient produire de 1’autolyse, tandis que nirQ" (bloqué dans la
transformation du NO; en NO) devrait ne pas en produire. Toutefois, tous ces mutants
présentent un phénotype similaire 4 celui de la souche sauvage, sans autolyse et sans
iridescence. L’accumulation de NO n’induit donc pas I’apparition d’autolyse et
d’iridescence.

Les HAQ ont été analysés dans ces mutants, et tous ont une production semblable a
celle de la souche sauvage. Afin de vérifier si un excés de HHQ pourrait induire le
phénotype d’iridescence et d’autolyse dans ces mutants, ceux-ci ont été inoculés en
présence de HHQ (20 mg/l), de PQS (20 mg/1) ou de surnageant de pgsL’, et déposés sur
la gélose. Méme en présence de ces trois solutions, aucune apparition d’iridescence et
d’autolyse n’a été observée parmi les mutants qui accumulent le NO.

La recherche du facteur contr6lé par PqsL a abouti & la découverte par le Dr Luke
Hoffman (Université de Washington) qu’un ajout de HQNO sur une gélose d’un mutant
pgsL” empéche I’apparition de I’iridescence et de I’autolyse. Ce serait donc le HQNO qui

génére un effet de protection contre I’autolyse et I’iridescence.
2.3.4.2.2 Comment le HONO peut-il « protéger » la bactérie contre I’autolyse ?

2.3.4.2.2.1 Le HQNO ne s’associe pas avec le NO pour le détoxifier

Une hypothése soulevée par le Dr Hoffman est que le HQNO s’associe au NO afin
de le rendre moins toxique pour la bactérie, ce qui expliquerait pourquoi I’autolyse
apparaitrait davantage chez les mutants ne produisant pas ou peu de HQNO. Afin de
vérifier cette hypothése, du NO a été incubé avec du HQNO en conditions abiotiques. Du
nitro-HQNO (m/z + 1 = 305) a été détecté par LC-MS, ce qui appuierait cette hypothése.
La réaction est donc chimiquement possible.

Le nitro-HQNO est-il produit naturellement par les bactéries ? Ce produit n’a été
détectée dans aucun surnageant de culture bactérienne. Ceci peut s’expliquer par le fait
que le nitro-HQNO soit instable dans ces conditions. Pour le vérifier, du nitro-HQNO a

été rajouté dans une culture de PA14 et suivi en fonction du temps par LC-MS. Aucune
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dégradation du nitro-HQNO n’a été détectée (Figure 2-45), ce qui signifie que la

molécule est stable.
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Figure 2-45. Suivi de la stabilité du nitro-HQNO dans une culture de P. aeruginosa PA14.
4 mg/1 ont ét€ ajoutés (I'ajout est indiqué par une fleche).

La production biologique de nitro-HQNO a été analysée dans un mutant norD" qui
accumule le NO, dans I’espoir d’augmenter la production de ce composé. Dans le méme
but, du NaNO; a également été ajouté dans la culture. Aucun nitro-HQNO n’a été détecté
dans ces conditions. Ces résultats suggérent que le nitro-HQNO n’est pas une molécule
produite naturellement chez P. aeruginosa et que le HQNO ne sert pas a détoxifier le NO

en le complexant.

2.3.4.2.3  D’autres facteurs influencent | ’apparition d’iridescence et

d’autolyse

Le HQNO n’est pas la seule molécule capable d’éliminer I’apparition de I’autolyse
et de Iliridescence. Un disque imbibé de H,0, (Figure 2-46) ou de nitrites
(communication personnelle du Dr. Luke Hoffman) posé sur un tapis du mutant pgsL” ou
lasR’ bloque I’apparition de ce phénotype. En effet, on peut observer que les bactéries les
plus proches du disque de H,O; ne présentent aucune iridescence et que I’iridescence est
seulement visible 4 une distance plus éloignée de la source de peroxyde, tant dans lasR’

que dans pgsL.
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Figure 2-46. Elimination de l'iridescence en présence de H,0,.

Ces résultats démontrent que le HQNO est une molécule dont le role dépasse celui
de simple agent antibiotique. Des études plus poussées sont nécessaires afin de

caractériser le role de biologique du HQNO chez P. aeruginosa.

2.4 Discussion et perspectives du projet

Dans ce chapitre, j’ai présenté les différentes études que j’ai effectuées liées a la
production et au role des HAQ. Cette famille de molécules produites par P. aeruginosa
regroupe plus d’une cinquantaine de composés (Lépine et al., 2004). Parmi ceux-ci, les
mieux caractérisés sont le HHQ, le PQS et le HQNO. Les deux premiers ont été identifiés
comme des molécules-signal, capables de se fixer sur le régulateur transcriptionnel Mv{R
pour ainsi activer son régulon (Déziel er al., 2005; Diggle et al., 2007; Xiao et al.,
2006a). Quant a la troisiéme molécule, le HQNO, elle est connue pour ses propriéteés
antimicrobiennes, ciblant principalement la respiration des bactéries a Gram positif
(Lightbown, 1954; Lightbown & Jackson, 1956; Machan et al., 1991; Machan et al.,
1992; Yoshikawa et al., 1999). Ces molécules sont toutes produites par un opéron,
nommé pgsABCDE, a partir d’acide anthranilique (Calfee et al., 2001; Déziel et al.,
2004; Ritter & Luckner, 1971). L’acide anthranilique est lui-méme produit & partir de
plusieurs voies métaboliques, dont celles du tryptophane et de la kynurénine (Farrow &
Pesci, 2007). Certains HAQ, comme le HHQ et le PQS, nécessitent I’action de génes
supplémentaires, respectivement pgsH (Gallagher et al., 2002) et pgsL (Lépine et al.,
2004), afin d’étre synthétisés.
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De nombreuses expériences ont été réalisées en collaboration avec plusieurs
laboratoires et ont mené 2 des publications auxquelles j’ai participé sur la biosynthése du
DHQ (Lépine et al., 2007), sur I’étude des inhibiteurs de la voie de biosynthése des HAQ
(Lesic et al., 2007) et sur 1’étude des molécules-signal de B. thailandensis et B. ambifaria
(Vial et al., 2007; Vial et al., 2008; Vial et al., 2010). La discussion présentée ici se
concentrera principalement sur le cceur de mon projet HAQ, c’est-a-dire sur les nouvelles
méthodes de criblage des mutants affectés dans la biosynthése des HAQ, sur la voie de
biosynthése du HHQ et du HQNO, et sur le role de ces HAQ dans le phénotype

d’autolyse et d’iridescence.

2.4.1 Du rdle de I'oxygéne dans la production des HAQ

Les HAQ sont impliqués dans la virulence de P. aeruginosa. Il a été prouvé que
ceux-ci sont produits par les bactéries présentes dans les poumons des individus atteints
de fibrose kystique, et que les génes pPhnAB et pgsABCDE sont ceux qui sont le plus
activés dans le sputum des patients (Collier et al., 2002; Guina et al., 2003; Palmer et al.,
2005). Or, les conditions dans lesquelles se trouvent les bactéries colonisant ce milieu
restent sujet a controverse. Plusieurs études ont postulé que la colonisation des poumons
par P. aeruginosa se fait en conditions d’anaérobie (Jewes & Spencer, 1990; Rogers et
al., 2004; Worlitzsch et al., 2002), bien que cette affirmation ne fasse pas I’unanimité
(Alvarez-Ortega & Harwood, 2007).

L’analyse de la production des HAQ en aérobie et en anaérobie a été réalisée afin
de caractériser leur production dans chacune de ces conditions (Figure 2-14 p. 77 et
Figure 2-15, p. 78). Si le HHQ est produit en quantités similaires en milieu aérobie et
anaérobie, le HQNO et le PQS, majoritaires en présence d’oxygeéne, deviennent fortement
minoritaires en conditions dénitrifiantes. Ces résultats sont en accord avec une
publication subséquente qui rapporte la faible production de PQS dans ces conditions
(Toyofuku ef al., 2008).

Puisque le PQS est retrouvé dans le sputum des patients atteints de fibrose kystique
(Collier et al., 2002; Palmer et al., 2005) et que I’on vient de démontrer que le PQS n’est
abondant qu’en condition aérobie, cela suggére que les souches bactériennes sont

exposées a suffisamment d’oxygéne dans les poumons des patients. Néanmoins, la
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quantification du PQS dans les échantillons de sputum présente plusieurs faiblesses. En
effet celui-ci a été mesuré A partir de plaques de chromatographie sur couche mince
(Collier et al., 2002; Palmer et al., 2005), ce qui ne constitue pas une méthode
quantitative fiable. De plus, étant donné que le PQS a été extrait et concentré, sa quantité
absolue n’apporte que peu d’information. Il aurait été beaucoup plus instructif de le
comparer 4 la production de HHQ, ce qui aurait permis de déterminer de maniére plus
convaincante si le sputum doit étre considéré comme milieu aérobie ou anaérobie.
Malheureusement, aucune des deux études ne s’est intéressée a mesurer la production de
HHQ dans celui-ci. Dans notre laboratoire, une toute nouvelle méthode d’extraction des
HAQ a partir de sputum est en cours d’optimisation. Des résultats préliminaires suggerent
que le HHQ serait le HAQ le plus abondant dans ce milieu, ce qui pencherait en faveur de

I’hypothése d’un milieu peu ou pas approvisionné en oxygene.

2.4.2 Elaboration de nouveaux protocoles de sélection des mutants
affectés dans la production des HAQ

2.4.2.1 Sélection a grande échelle

La voie de biosynthése des HAQ étant le sujet principal de ce chapitre, il a été
question des enzymes nécessaires pour la transformation de I’acide anthranilique en
HAQ. Deux criblages par mutagenéses aléatoires ont été réalisés pour identifier les geénes
impliqués dans la biosynthése du HHQ. Le critére de sélection des mutants affectés dans
cette production était la disparition du phénotype d’iridescence et d’autolyse dans un
mutant pgsL’ ou chez la souche sauvage cultivée en milieu acide (pH 6,5).

Un criblage 4 la recherche de colonies non-iridescentes avait déja €été réalis¢ dans
un mutant pgsL™ auparavant (D'Argenio et al., 2002), afin de comprendre I’origine de ce
phénotype. Les génes identifiés par ce criblage sont impliqués dans la biosynthese du
PQS, ce qui confirme le réle des HAQ dans I’apparition de ce phénotype. Si les deux
méthodes ont fourni des résultats trés positifs et une efficacité similaire, la mutagenése en
milieu acide sera la méthode de choix, afin d’éviter toute altération inutile du génome qui
pourrait biaiser indirectement les phénotypes observés. L alternative novatrice du milieu

acide vaut donc la peine d’étre appliquée.
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Jusqu’a présent, les mutants connus pour étre déficients dans la production de HAQ
ont été isolés A partir de criblages de mutants ne produisant plus de pyocyanine
(Gallagher et al., 2002) ou dont la virulence est affectée dans un modéle de plante
(Rahme et al., 1997). Toutefois, aucun criblage n’avait encore été réalis¢ dans le but
d’isoler spécifiquement des mutants déficients dans la production de HHQ. Les

conditions mises au point dans ce projet rendent maintenant la chose possible.
2.4.2.2 Sélection a moyenne et petite échelle
2.4.2.2.1 Corrélation entre production de pyocyanine et production de HHQ

2.4.2.2.1.1 L’absence de pyocyanine est un bon Jacteur pour identifier des mutants affectés dans
leur production de HHQ

Lors des deux criblages réalisés pour identifier les souches ne produisant plus de
HHQ, deux catégories de transposants non autolytiques et non iridescents ont été
identifiées. La premiére regroupe les transposants ne produisant plus de HHQ (Tableau
2-1 p. 87 et Tableau 2-2 p. 91) et la seconde ceux dont la production n’a pas été affectée
(Tableau 2-1 p. 87 et Tableau 2-3 p- 94). Une seconde sélection a donc été requise pour
ne conserver que les transposants incapables de produire le HHQ. Deux méthodes
d’analyse de la production de HHQ a moyenne €chelle ont été testées afin d’identifier les
mutants affectés dans la production de ce métabolite parmi les souches non-autolytiques
et non-iridescentes. La premiére méthode se base sur le suivi de la production de la
pyocyanine, un pigment sécrété par P. aeruginosa dont I’expression est régulée par le
systtme MVfR-PQS via PqsE (Déziel et al. 2005; Gallagher er al, 2002). Une
corrélation directe entre ’absence de pyocyanine et la faible production ou I’absence de
production de HHQ a été démontrée avec succes, a I’exception de deux mutants dont il
sera question ci-dessous. Cette méthode nécessite de cultiver chaque mutant en milieu
liquide et de sélectionner qualitativement les mutants ne présentant pas la couleur verte
caractéristique qu’arbore P. aeruginosa lorsqu’elle produit la pyocyanine. Toutefois,
étant donné le grand nombre de génes intervenant dans la régulation de ce pigment (Carty
et al., 2006; Latifi et al_, 1995; Liang et al., 2008; Rampioni er al., 2007; Suh et al., 1999;

Whiteley ez al., 2000; Xu et al, 2005), il est évident que son absence n’est pas toujours
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liée 4 la production des HAQ. Il s’agit néanmoins d’une méthode efficace pour
sélectionner des mutants affectés dans la voie de biosynthése des HAQ parmi plusieurs
dizaines de candidats. C’est d’ailleurs cette méthode qui a permis d’identifier

fortuitement les génes de biosynthése du PQS (Gallagher et al., 2002).

2.4.2.2.1.2 Le cas particulier des mutants VD10.41 et pgsL'VD5.79

Lors des criblages réalisés pour ce projet, deux mutants (VD10.41 et pqsLVDS5.79)
ne produisant plus aucun HHQ ont montré une production de pyocyanine semblable a
celle de la souche sauvage. La combinaison de ces deux phénotypes n’a jamais €té
rapportée auparavant. Il est fréquent d’identifier des mutants produisant des HAQ mais
pas de pyocyanine, tels que les mutants pgsE™ ou rhlR’ (Brint & Ohman, 1995; Diggle et
al., 2003; Farrow et al., 2008; Gallagher et al., 2002). Par contre I’inverse est surprenant,
puisque les HAQ sont nécessaires a I’activation de PgsE, qui lui-méme est nécessaire
pour I’expression des génes phz menant a la production de pyocyanine (Hazan et al.,
2010; Rampioni et al., 2010). En absence de HHQ et de PQS, la transcription de I’opéron
est inactivée et PqsE n’est pas exprimé, ce qui empéche toute production de pyocyanine.
L’absence de HAQ dans ces deux souches a été confirmée plusieurs fois.

Le mutant pgsLVD5.79 n’a pas pu étre séquencé, malgré cing tentatives. Quant au
mutant VD10.41, il posséde une mutation au début du géne pgs4 (voir p. 92). Cette
insertion doit normalement bloquer ou du moins fortement diminuer la transcription de
pqsE (autant par la perte de HAQ que par une polarité sur les génes en aval dans
I’opéron), ce qui devrait mener & une diminution drastique de la production de
pyocyanine, alors que ce mutant en produit autant que la souche sauvage. Le reste du
transposon a également été éliminé afin de limiter son incidence sur le phénotype du
mutant. Seules 63 pb ont été conservées pour maintenir la mutation. Malgré I’élimination
presque compléte du transposon, le phénotype est resté inchangé (voir p. 92).

Nous avons dans le laboratoire un mutant pgs4., originaire de la banque non
redondante de PA 14 (Liberati et al., 2006) dont I’insertion transpositionnelle (située sur
le génome de PA14 entre les nucléotides 4571357 et 4571358) se situe a 5 nucléotides de
I’insertion du mutant 10.41 ( située au nucléotide 4571352 sur le génome). Or le mutant

de 1a banque ne produit aucune pyocyanine. La mutation VD10.41 a été transférée chez la
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souche sauvage qui a reproduit le méme phénotype (présence de pyocyanine et absence
de HAQ), ce qui suggére que la présence du transposon ou d’au moins une fraction de
celui-ci au niveau de pgsd est responsable du phénotype. Le méme transfert dans un
mutant pgsE” n’a toutefois pas permis une production de pyocyanine. Ce résultat
confirme que (i) PgsE reste indispensable 3 la production de pyocyanine en présence de
la mutation 10.41 et que (1) le géne pgsE doit étre transcrit dans ce mutant malgré
I’absence de HHQ pour activer la transcription de 1’opéron. Cette derniére affirmation
devra toutefois étre validée ultérieurement, par RT-PCR par exemple.

Il est surprenant de constater que PqsE reste actif en absence de production de
HAQ, et donc avec une activation de la transcription de 1’opéron théoriquement nulle.
Cette constatation est en contradiction avec le fait que les mutants de ’opéron ne
produisent pas de pyocyanine, 4 moins d’exprimer pgsE de maniére constitutive (Farrow
et al., 2008; Hazan ef al., 2010; Rampioni et al., 2010), d’ajouter du HHQ ou du PQS
dans le cas des mutants non polaires contenant le géne PqsE intact (Hazan et al., 2010),
ou d’exprimer constitutivement les génes de biosynthése de la pyocyanine ou I’activateur
direct, RhIR (Hazan et al, 2010) (bien que ce dernier point n’ait pas été observé dans
notre laboratoire).

L’expression de pgsE chez le mutant VD10.41, nécessaire pour la production de
Pyocyanine observée, reste néanmoins en accord avec les résultats montrant que les
mutants mvfR’ produisent encore un peu de HAQ (Tableau 2-1) et que les mutants pqsB
et pgsC synthétisent encore du DHQ en absence de HHQ ou de PQS. Il semble donc que
I’opéron pgsABCDE puisse étre Iégérement activé en absence de ce régulateur ou de ses
ligands. Toutefois, aucun mutant de I’opéron, polaire ou non polaire, ne présente une
production de pyocyanine similaire a celle rencontrée dans les mutants pgsL VD5.79 et
VD10.41 en absence de HHQ ou de PQS. L’étude de ces deux mutants devra donc étre
approfondie pour apporter les éclaircissements nécessaires et comprendre le phénotype

observé.

2.4.2.2.2  Corrélation entre Sluorescence et production de HHQ

P. aeruginosa produit naturellement plusieurs composés fluorescents, dont le

principal est la pyoverdine (Leisinger & Margraff, 1979). Bien que leurs propriétés
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fluorescentes n’aient jamais fait I’objet d’une étude approfondie, les HAQ émettent aussi
de 1a lumiére lorsqu’ils sont soumis & une excitation d*une longueur d’onde de 365 nm.
Cette propriété est d’ailleurs utilisée couramment pour purifier le PQS & partir des
plaques de chromatographie en couche mince (Pesci ef al., 1999).

La méthode choisie pour identifier rapidement les mutants déficients dans la
production de HHQ se base sur ces propriétés de fluorescence. Pour éviter une
interférence de la fluorescence par la présence de la pyoverdine, une extraction rapide des
molécules non polaires au moyen d’un solvant organique est nécessaire. Ainsi, la phase
organique obtenue ne contient que les HAQ, ce qui facilite I’interprétation des données
de fluorescence. Cette méthode est plus fiable encore que le suivi de la pyocyanine,
puisque I’on suit directement la fluorescence des molécules ciblées. Elle a donc été
retenue comme méthode semi-quantitative de détection des HAQ a grande échelle. Une
fois la sélection terminée, la production de HHQ doit étre confirmée et quantifiée par LC-
MS.

Ces méthodes de sélection de mutants déficients dans la production de HHQ ont
permis de démontrer que les génes pgsABCD sont les seuls génes indispensables pour
permettre la biosynthése de ce métabolite. Cette observation fait I’objet du point de

discussion suivant.

2.4.3 PgsA, PgsB, PgsC, PgsD, PgsH et PgsL sont les seules

enzymes nécessaires a la biosynthése des HAQ

Aprés le criblage de plus de 72 000 colonies selon les paramétres énoncés plus haut,
147 transposants sans défaut de croissance ont présenté une absence d’autolyse et
d’iridescence, signe d’une éventuelle déficience dans la biosynthése du HHQ. Parmi
ceux-ci, trois catégories ont été identifiées. Ces catégories regroupent les transposants
dont la production de HHQ est (i) non affectée, (ii) partiellement affectée et (iii)
totalement inhibée. Toutefois, dans le but de limiter les recherches et pour se limiter dans
un premier temps aux génes absolument requis pour la biosynthése du HHQ, I'accent a

été principalement mis sur la derniére catégorie. En effet, lors de la sélection des mutants
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non fluorescents, seuls les mutants ne produisant plus du tout de HHQ étaient retenus
pour analyse.

Sur les 19 transposants séquencés présentant une production de HHQ inchangée
ou partiellement diminuée, deux de ceux-ci possédent une mutation dans le geéne ou dans
le promoteur de mvfR et plusieurs autres ont été bloqués dans des génes liés a la
respiration cellulaire. Ces génes ne sont pas essentiels a la biosynthése du HHQ puisque
celui-ci est encore totalement ou partiellement produit. Chez les mutants ou la production
de HHQ est partiellement affectée, il est probable qu’une voie de régulation des HAQ ait
été affectée par le transposon, comme c’est le cas pour les transposons localisés dans le
geéne mv/R. Quant 3 ceux dans lesquels la production de HHQ reste inchangée, la
mutation doit probablement affecter un facteur autre que le HHQ impliqué dans le
phénotype d’autolyse et d’iridescence, comme il en sera question 4 la section 2.4.4.2.2, p.
155.

Sur les 36 transposants ne produisant pas de HHQ qui ont été séquencés, tous ont
présenté une mutation dans les geénes pgsABCD ou mvfR. La forte redondance rencontrée
suggere qu’il n’existe aucun autre géne dans le génome de P. aeruginosa PA14 requis
pour la biosynthése du HHQ. Le nombre élevé de clones ayant une insertion identique au
nucléotide preés (

Figure 3-18) peut étre expliqué par deux facteurs. Lors de I’étape de conjugaison,
les cellules ont été incubées durant une douzaine d’heures. Il se peut que plusieurs
transposants aient eu le temps de se diviser, ce qui génére de multiples clones possédant
une insertion transpositionnelle au méme endroit. Cependant, plusieurs mutants
identiques sont issus de mutagenéses réalisées séparément (VD9 et VD10). I1 est donc
¢galement possible que le transposon utilis¢ ait des sites préférentiels d’insertion dans le
génome, appelés communément « points chauds » (hot spots).

Ces données ont donc permis de s’assurer que toutes les enzymes impliquées dans
la synthése du noyau quinoline du HHQ ont été identifiées, c'est-a-dire PgsA, PgsB, PqsC
et PgsD. Etant donné qu’aucune enzyme impliquée dans la biosynthése des acides gras
n’a été identifiée par les criblages, il est probable que la synthése de la chaine acyle du

HHQ soit prise en charge par plusieurs voies enzymatiques paralléles, ou par une voie
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générale essentielle  la viabilité de la bactérie. Les expériences par mutagenése aléatoire
menées ici n’ont donc pas permis de les identifier.

La voie de biosynthése du PQS est essentiellement identique & celle du HHQ,
puisque le HHQ est le précurseur direct de cette molécule (Gallagher et al., 2002). Les
criblages réalisés dans ce projet permettent donc d’affirmer que la production du noyau
quinoline du PQS ne nécessite aucune autre enzyme en dehors de (i) PqsABCD pour
produire du HHQ et de (i) PqsH pour rajouter un groupement hydroxyle sur la position 3
de ce dernier.

La production de HQNO nécessite la présence des enzymes PqsA, PqsB, PgsC et
PqsD. Néanmoins, elle requiert une enzyme supplémentaire, PqsL, responsable de la
modification du groupement azoté du noyau quinoline en N-oxyde (-NO) (Lépine et al,
2004). Aucun criblage n’a été réalisé en vue d’identifier d’autres genes impliqués dans
cette voie de biosynthése, 4 cause du manque de critéres d’identification des mutants
d’intérét. Toutefois, il est peu probable que d’autres enzymes soient identifiées, car les
cinq déja connues sont théoriquement et biochimiquement suffisantes pour transformer
I’acide anthranilique en HQNO (Figure 2-7). Cependant, bien qu’elle utilise les mémes
enzymes, la voie de synthése du HQNO différe de celle du HHQ, puisque ce dernier n’est
pas I'un de ses précurseurs. Ainsi, deux voies métaboliques semblent nécessaires a la
synthése des HAQ: celle du HHQ et du PQS, et celle du HQNO. Leur degré de

chevauchement a fait partie de ce travail et sera discuté au point 2.4.3.3.5, p. 143.

2.4.3.1 Analyse de la biosynthése des produits de ’opéron pqsABCDE

Une partie importante de ce travail a porté sur la caractérisation de la voie de
biosynthése des produits de I’opéron pgsABCDE. Les métabolites produits par celui-ci
ont été investigués, et I'une des grandes avancées de ces travaux est la découverte de
molécules extracellulaires relativement polaires et produites par les enzymes PgsA et

PgsD.

2.4.3.2 L’organisation structurelle de 'opéron pqsABCDE différe de sa
séquence fonctionnelle

Une raison pour laquelle les produits extracellulaires de PqsA et PgsD ont tardé a

étre découverts est due au fait que les enzymes de I’opéron n’agissent pas dans la
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séquence dans laquelle ils sont codés. En effet les travaux présentés ici démontrent que
PgsD agit avant PgsB et PqsC dans la voie de biosynthése du HHQ (voir section
2.33.1.24 p. 99) et du HQNO (voir section 2.3.3.2.2.1 p. 114). Dans ce genre de
situation, I’utilisation de mutants non polaires devient essentielle dans la recherche de
produits intermédiaires. Cette organisation structurelle différente de I’organisation
fonctionnelle est relativement commune. On la retrouve entre autres dans I’opéron de
biosynthése des phénazines, phzABCDEFG (Mavrodi et al., 1998).

2.4.3.3 Plusieurs produits de PgsA et PgsD ont été identifiés

2.4.3.3.1 Des produits de Iactivité de PqsA et PqsD sont moins polaires que
les HAQ

Une raison pour laquelle le DHQ n’a été découvert que récemment est due a ses
propriétés plus polaires que celles des HAQ (Lépine et al., 2007). Les méthodes de
LC/MS, ainsi que les techniques d’extraction & ’acétate d’éthyle mises au point pour la
détection et 1’analyse des HAQ ont été optimisées pour I’identification de composés
moins polaires et n’ont donc pas permis la détection du DHQ (Déziel et al., 2004).

C’est, au moins en partie, pour cette méme raison que les précurseurs du HHQ
(PHHQ) et du HQNO (PHQNOI) n’ont pas été identifiés plus rapidement. L’analyse du
surnageant des différents mutants était optimisée pour les conditions de détection de
I’acide anthranilique et des HAQ, en supposant qu’un produit intermédiaire posséderait
les mémes propriétés. C’est en cherchant les intermédiaires des HAQ que le DHQ a été
fortuitement découvert (Lépine et al., 2007). 1l a fallu prés de deux années pour trouver
les conditions de détection pour ce compose, et des recherches intensives sont encore en
cours pour déterminer celles qui permettront d’identifier les précurseurs du HHQ et du
HQNO.
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2.4.3.3.2 Mise au point des paramétres de détection des produits de PqsA et
PgsD

De nouvelles colonnes de chromatographie, adaptées pour la séparation de produits
plus polaires, pourraient étre utilisées pour identifier les métabolites et intermédiaires trop
polaires. Par exemple, la colonne HILIC (Hydrophilic Interaction Chromatography)
s’utilise avec une phase mobile hydrophobe. Elle est composée d’une phase stationnaire
hydrophile neutre. Les solutés sont donc élués selon un gradient d’hydrophobicité
croissant. Elle est particuliérement recommandée pour la séparation des molécules
polaires. Elle différe de la colonne Zorbax C8 utilisée couramment pour la détection des
HAQ (Déziel et al., 2004; Lépine et al., 2003; Lépine et al., 2004). Celle-ci posséde une
phase stationnaire hydrophobe compatible avec une phase mobile de méthanol, d’eau ou
d’acétonitrile, et recommandée pour la séparation de molécules plus hydrophobes.

Les conditions de synthése du pHHQ ont été présentées dans ce chapitre. Pour la
suite de ces travaux, ces paramétres devront étre mis en application pour optimiser les
chances de détection de ces composés. Les analyses devraient étre effectuées sur le
milieu extracellulaire d’un mutant pgsB” ou pgsC non polaire, nourri au PQS (par ex. 20
mg/l) afin d’activer I’opéron et a I’acide anthranilique tétradeutéré afin de générer des
intermédiaires marqués. Les cultures devraient étre arrétées en fin de phase logarithmique
et les conditions de détection adaptées a la recherche de molécules polaires. Ces
paramétres devraient faciliter la découverte de nouveaux composés impliqués dans la

voie de synthése des HAQ.

2.4.3.3.3 Il existe probablement plus d’un précurseur des HAQ produit de
PqsA et PqsD

Le nombre de composés intermédiaires de la voie de biosynthése des HAQ produits
par PgsA et PgsD ne se limite pas au DHQ et au pHHQ. Pour rappel, le HHQ n’est que le
représentant majoritaire de toute une famille de molécules produites par PqsABCD et qui
ont été caractérisées en 2004 (Lépine et al., 2004). La famille des HAQ regroupe pres
d’une cinquantaine de molécules et congénéres différant les un des autres par la longueur

et le degré d’insaturation de leur chaine aliphatique, ou par I’ajout d’un groupement NO
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ou hydroxyle au niveau du noyau quinoline. Il est donc possible que plus d’un précurseur
soit nécessaire pour leur synthése.

La future caractérisation du PHHQ est nécessaire pour mesurer I’étendue de cette
nouvelle famille de précurseurs des HAQ. Selon I’étude structurelle du DHQ et la
fonction prédite des enzymes PgsB et PgsC (voir p. 51), il semble plus plausible que le
précurseur produit de PgsA et PgsD ne posséde pas encore de chaine aliphatique, et que
celle-ci soit ajoutée par la suite vig la fonction de PgsB et PqsC. Dans ce cas, tous les
HAQ ayant un noyau quinoline identique et ne différant que par leur chaine aliphatique
auront un méme précurseur. Dans le cas contraire, si la chaine aliphatique est déja
présente, il y aura autant de précurseurs que de chaines aliphatiques variées. Des
expériences ont été réalisées afin de déterminer la présence ou I’absence d’une chaine
aliphatique au niveau du précurseur (voir section 2.3.3.1.3.6 p. 109). Celles-ci n’ont pas
apporté de preuves concluantes et devront étre optimisées afin de répondre a la question.

Le noyau quinoline des HAQ présente peu de modifications au sein de la famille
des HAQ. Le groupement hydroxyle typique du PQS et des HAQ apparentés est une
modification qui a lieu aprés la biosynthése du HHQ. Il n’existe donc pas de précurseur
produit de PqsA et PqsD qui posséde un noyau quinoline hydroxylé en position 3. Il n’en
est pas de méme pour le groupement NO qui remplace I’azote du noyau quinoline,
puisque celui-ci n’est pas rajouté directement sur le HHQ. 11 est donc possible que le

HQNO posséde un précurseur produit de PqsA et PqsD différent du pHHQ.

2.4.3.3.4  Le substrat de PqsL est-il un Pproduit de PqsA et PgsD ?

Les résultats présentés dans ce chapitre démontrent que I’enzyme PgsL posséde

un substrat, que I’on retrouve dans le surnageant des mutant pgsC ., et pgsL’, sur lequel il

viendrait modifier le groupement azoté du noyau quinoline pour générer un groupement —

NO. Il existe donc un intermédiaire identifiable dans la biosynthése du HQNO. J'ai

confirmé qu’au moins PgsA et PqsD sont nécessaires pour sa production (voir section
2.3.3.2.2.2 p. 115), ce qui confirme que ces deux enzymes agissent en amont de PgsL.

Selon ces résultats, deux hypothéses ont été proposées. D’une part, il est possible

que PgsL agisse sur un produit de PgsA et PgsD, et que I’intermédiaire produit soit utilisé
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comme substrat par PgsB et PqsC. Une seconde hypothése est que le substrat de PgsL
soit un produit de PqgsABCD, qui serait différent du HHQ, et qui serait modifié pour
donner le HQNO. Toutefois, les deux expériences réalisées pour identifier la bonne
hypothése ont donné des résultats ambigus. Le HQNO est produit lorsque le surnageant
de pgsL’ est donné & un mutant pgs4” non polaire mais pas a un mutant pgsC non polaire.
Cela suggére que PqsL agit en amont de PqsC, et supporte la lcre hypothése.
Paradoxalement, le surnageant d’un mutant pgsC non polaire ne permet pas au mutant
pgsL” de produire du HQNO, ce qui empéche de confirmer P’hypothése. Cette
incohérence peut s’expliquer par une possible instabilité du produit de PqsL dans le
surnageant du mutant pgsC, mais les expériences visant & limiter le temps entre la
production et I’utilisation de cet intermédiaire n’ont pas été plus concluantes.

Néanmoins, les propriétés du substrat de PgsL, le pHQNOLI, étudiées au point
2.3.3.2.3.3 p. 119, ont davantage de similitudes avec les produits connus de PgsA et PgsD
(polarité, paramétres de détection par LC-MS différents de celles des HAQ), qu’avec les
HAQ. Si le précurseur ne posséde pas de chaine aliphatique, cela appuierait davantage
I’hypothése d’un substrat de PqsL produit de PqsA et PgsD. Par la suite, la chaine
aliphatique serait ajoutée sur I'intermédiaire par I’action des enzymes PgsB et PqsC,
prédites pour étre des beta-céto-acyl-acyl carrier protein synthases. Ceci doit encore étre
testé expérimentalement.

L’hypothése d’un substrat extracellulaire pour PgsL a été testée au moyen d’un
systéme hétérologue (voir section 2.3.3.2.1.1, p. 112). Les génes myfR (pDN18mvfR) et
pgsABCD (pLG12) ont été exprimés en trans dans une souche d’E. coli en présence
d’une seconde souche exprimant pgsL (pVDO08). En plus du fait que la co-culture n’a pas
généré de HQNO, la premiére souche, normalement capable de produire du HHQ, n’a
plus été capable d’en produire en présence de la seconde souche. Ces observations
suggérent que I’expression de pgsL ou la production de HQNO ou de son précurseur
pourrait affecter E. coli. Lors d’une seconde expérience, le surnageant d’un mutant pgsL’
a été utilisé pour cultiver la souche d’E. coli exprimant pgsL (pVDO08). De gros
problémes de croissance ont été observés. Ceci est probablement da a différentes toxines
que sécréte P. aeruginosa et qui inhibent la croissance d’E. coli (Lee et al., 2010). Au vu

de ces différents obstacles, il serait judicieux de répéter ces expériences en utilisant une
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autre bactérie-hte pour I’expression des génes de biosynthése du HQNO. Ces
expériences pourraient étre répétées dans P. Jluorescens par exemple, qui ne produit pas
naturellement de HAQ. Cette souche pourrait étre moins sensible aux différents
métabolites potentiellement toxiques produits par P. aeruginosa, puisqu’elle lui est

davantage apparentée.

2.4.3.3.5 LeHQNO etle HHQ ont-ils un intermédiaire commun produit de
PqsA et PgsD ?

Lors de I’étude du substrat de PqsL, le pHQNOI, J’ai constaté que ses propriétés
sont trés semblables & celles du pHHQ. On les retrouve dans les mémes fractions lors
d’une séparation chromatographique, ils sont tous deux présents dans le milieu
extracellulaire des mutants qui les accumulent et sont produits au méme moment lors de
la croissance cellulaire. Etant donné ces grandes similarités, j’ai affiné I’hypothése
proposée & la figure Figure 2-38. En accord avec les résultats présentés plus haut, je
propose que pHHQ et le pHQNO1 soient une seule et méme molécule. Par la suite, celle-
ci peut étre soit directement convertie par PgsB et PqsC pour donner du HHQ, soit
transformée par PqsL pour générer le pHQNO2b. Celui-ci serait par la suite utilisé
comme substrat pour les enzymes PqsB et PqsC afin de produire du HQNO (Figure
2-47).

Acide anthranilique T30 HHQ PasBC
PgsL
PqsBC
pHQNO2b d . HQNO

Figure 2-47. Schéma proposé de biosynthése du HHQ et du HQNO chez P. aeruginosa.

Ainsi, dans un mutant pgsL’, la biosynthése du HQNO serait stoppée au niveau de
'intermédiaire commun entre le HHQ et le HQNO, c'est-a-dire le pHHQ. Cette
hypothése expliquerait la raison pour laquelle un mutant pgsL produit davantage de

HHQ, puisque le pHHQ est détourné pour produire le HHQ.
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Cette hypothése est prometteuse sur de nombreux points. D’une part, elle est en
accord avec ’hypothése que le substrat de PqsL est un produit de PgsA et PqsD
seulement. De plus, elle est en accord avec le fait que le HHQ n’est pas un précurseur du
HQNO et qu’en absence de PgsL la production de HHQ et de PQS augmente nettement
(voir Tableau 2-3 et (D'Argenio et al., 2002)). En effet, la totalité du précurseur est alors
dédiée 2 la production du HHQ et aucun pourcentage n’est dévié vers la voie du HQNO
dans ces conditions. Elle expliquerait les ressemblances observées dans les propriétés des
précurseurs du HHQ et du HQNO (voir section 2.3.3.2.3.3, p. 119). Elle est également en
accord avec 1’observation selon laquelle PgsL agit aprés PgsA et que les quatre enzymes
de biosynthése des HAQ de I’opéron pgs sont impliquées dans la production de HQNO.
La seule faiblesse de cette idée est I’accumulation observée du pHQNO1 chez le mutant
pgsL. Sile pHQNOL est également le pHHQ, celui-ci peut alors directement étre utilisé
par PqsB et PgsC pour générer du HHQ. Il ne devrait donc pas s’accumuler. Le résultat
observé peut toutefois s’expliquer par le fait que les enzymes PqsB et PqsC pourraient
étre saturées par la grande quantité de pHHQ disponible. Ceci pourrait étre vérifié en
surexprimant pgsB et pgsC dans ce mutant afin de déterminer si I’accumulation du
pHQNOI diminue.

Pour prouver cette hypothése, il faudra démontrer la présence d’un précurseur
modifié possédant un noyau quinoline N-oxyde (ou pHQNO2b). Ceci a été tenté durant
mon projet. En donnant un extrait & I’acétone d’un surnageant d’un mutant pqsCrapaun
mutant pgsA np, pgsH , je suis parvenue & produire une faible quantité¢ HQNO sans aucune
production de HHQ (Figure 2-42). Cette faible production n’a pas lieu en présence d’un
extrait de surnageant du mutant pgsL (a I’exception d’une fois en quatre tentatives, mais
la thése de la contamination semble la plus plausible, voir section 2.3.3.2.3.4 p. 121).
Ceci suggére que le pHQNO2b, absent dans les cultures du mutant pgsL et présent dans
celles du mutant pgsC,,, a été extrait a 1’acétone, au contraire du précurseur commun au
HHQ et au HQNO, le pHHQ. Par contre, la quantit¢ de HQNO produite est faible, et
plusieurs autres expériences n’ont pas permis de générer du HQNO dans un mutant pgsL
a partir du surnagent du mutant pgsC . La raison proposce est que le pHQNO2b soit
fortement instable. D’autres expériences sont donc requises pour valider ces résultats

préliminaires.
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2.4.3.3.6  Remise en contexte : activités enzymatiques de PqsA et PqsD dans la
biosynthése des HAQ

2.4.3.3.6.1 La premiére étape de synthése des HAQ par PqsA a été caractérisée

Quelques publications récentes se sont penchées sur les fonctions enzymatiques de
PqsA et PqsD (Bera et al., 2009; Coleman et al., 2008; Lépine et al., 2007; Zhang et al.,
2008). PgsA est une coenzyme A ligase dont le substrat est ’acide anthranilique. En
présence d’ATP et de coenzyme A, elle génére de ’anthraniloil-CoA (Coleman et al.,
2008). Dans cette étude, plusieurs analogues de 1’acide anthranilique ont ét¢ utilisés pour
déterminer la spécificité du substrat de PqsA. Tous les acides carboxyliques aromatiques
testés ont €t€ utilisés comme substrat par cette enzyme. En présence de dérivés de 1’acide
anthranilique méthylés, chlorés ou fluorés, tels que le 4-CABA et le 6-FABA, PgsA est
donc capable de générer des thioesters-CoA, ce qui interrompt la production des HAQ et
inactive I’expression de tous les génes régulés par MviR (Lesic et al., 2007). L’inhibition
de la voie de biosynthése des HAQ par ces dérivés peut étre due a la compétition avec
I’acide anthranilique pour le site de PgsA, ou au blocage des enzymes agissant en aval de
PgsA en présence des thioesters chlorés ou fluorés. Selon les résultats présentés dans ce
chapitre, il s’avére toutefois que le 4-CABA agit également sur d’autres facteurs au sein
de la cellule, puisqu’un ajout de PQS ne permet pas a la bactérie d’exprimer a nouveau le
régulon de MvfR. Bien que PgsA utilise plusieurs substrats, les données disponibles
indiquent que son substrat naturel est I’acide anthranilique.

Grace a cette étude (Coleman et al., 2008), la premiere étape de biosynthése des
HAQ, c’est-a-dire I’activation de ’acide anthranilique en anthraniloil-CoA par I’action de
PqsA a été clairement démontrée. Ce tout premier intermédiaire n’a pas été identifié dans
notre laboratoire, principalement parce que seuls les composés extracellulaires ont été
analysés. J’ai réalisé certaines expériences afin d’identifier I’anthraniloil-CoA dans le
milieu intracellulaire de P. aeruginosa, sans succés (données non présentées). Ceci
s’explique par le fait que cet intermédiaire doit étre rapidement utilisé par PqsD pour
continuer la voie de synthése des HAQ. Lors de ces tests, nous ne savions pas encore

quelle enzyme utilisait le produit de PqsA. La détection d’anthraniloil-CoA dans le milieu
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intracellulaire d’un mutant pgsD™ pourrait étre davantage fructueuse, bien que celui-ci

puisse étre rapidement dégradé en absence de sa transformation par PgsD.

2.4.3.3.6.2 PqsD posséde plusieurs substrats et génére de nombreux produits

Le role de PgsD semble plus complexe que celui de PgsA. PgsD est prédite pour
étre une acétyl-CoA ACP transacétylase (Bera et al., 2009; Zhang et al., 2008). Elle
catalyse la réaction de condensation entre I’anthraniloil-CoA et le malonyl-ACP ou le
malonyl-CoA pour former du 3-(2-aminophenyl)-3-oxopropanoyl-CoA. Cet intermédiaire
est rapidement soumis 2 un réarrangement intramoléculaire pour former du DHQ (Zhang
et al., 2008). Toutefois, comme décrit dans ce chapitre, plusieurs autres composeés

proviennent de la réaction enzymatique de PqsD.

2.4.3.3.6.2.1 Le B-céto-décanoil-CoA est-il un substrat de PqsD ?

Les travaux présentés dans ce chapitre démontrent que PgsD est également requise
pour la formation d’un intermédiaire de la voie de biosynthese du HHQ et du HQNO.
Puisque les HAQ dérivent de I'acide anthranilique (Déziel et al., 2004) et que
’anthraniloil-CoA est un substrat connu de PqgsD (Bera ef al., 2009), on peut supposer
que cette enzyme utilise ce précurseur pour générer un intermédiaire de la biosynthése de
ces composés.

La caractérisation de la fonction enzymatique de PgsD dans la biosynthése du DHQ
(Bera et al., 2009; Zhang et al., 2008) souléve quelques questions quant a la structure des
intermédiaires des HAQ. Selon la littérature, PgsD est une enzyme de condensation. Elle
est requise pour condenser le malonyl-CoA ou -ACP avec ’anthraniloil-CoA. Par
extrapolation, on peut donc supposer que le role de PgsD est également d’induire la
condensation de 1’anthraniloil-CoA avec un autre précurseur dans le cas de la biosyntheése
des HAQ.

La poche enzymatique ou se loge le malonyl-CoA dans PgsD est relativement petite
(Bera et al., 2009), ce qui souléve des questions quant a la possibilité que cette poche
puisse accueillir un B-céto-décanoil-CoA (ou ACP), précurseur des HAQ (Bredenbruch et
al., 2005). La modélisation bioinformatique du céto-décanoate-ACP au sein de PgsD n’a
pas été possible en raison de ’obstruction du site hébergeant les acyl-CoA (ou ACP) par

le groupement anthranilique complexé a PqsD (Bera et al., 2009). Une hypothése est que
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PgsD puisse changer de conformation afin de permettre ’entrée du précurseur, mais
malgré des études poussées, aucune modification conformationnelle n’a été mise en
¢vidence. Un autre facteur mettant en doute le rle de substrat du B-céto-décanoil-CoA
pour PgsD est que les thioesters a longue chaine n’ont pas un groupement carbonyle
réactif exposé, requis pour générer le carbanion nucléophile responsable de I’attaque du
lien thioester de la cystéine 112 de PgsD (Bera et al., 2009). 11 faudrait alors une activité
thioestérase, via une molécule d’eau nucléophile par exemple, pour activer le groupement
carbonyle du B-céto-décanoil-CoA. Pourtant un ajout de B-céto-décanoil-CoA non
marqué dans une culture de P. aeruginosa nourrie avec une source de carbone marqué
diminue grandement le marquage de la chaine aliphatique des HAQ, ce qui suggere qu’il
est utilis€ comme précurseur dans leur biosynthése (Bredenbruch et al., 2005). L’étude de
la présence ou non de la chaine aliphatique pourra nous permettre d’en apprendre
davantage sur la nature du PHHQ et sur les enzymes responsables de ’association entre

le noyau quinoline et le B-céto-décanoil-CoA dans la biosynthése des HAQ.

2.4.3.3.6.2.2 Un intermédiaire commun entre le DHQ et les HAQ ?

Etant donné que le PgsD semble préférer un plus petit substrat que le B-céto-
décanoil-CoA (Bera ef al., 2009), on pourrait imaginer que 1’intermédiaire-CoA résultant
de la condensation de I’anthraniloil-CoA et du malonyl-CoA (ou ACP) obtenu aprés
Paction de PqgsD et juste avant la cyclisation du DHQ (voir Figure 2-48) puisse étre le
PHHQ. Malheureusement cet intermédiaire est prédit pour avoir une durée de vie trés
courte et serait rapidement modifié pour générer spontanément du DHQ (Zhang e al,
2008). I1 est donc peu probable que le malonyl-CoA soit le substrat de PgsD dans la
biosynthése des HAQ.
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Figure 2-48. Schéma des intermédiaires de biosynthése du DHQ (Bera et al., 2009).

147



PgsD et PqsA

L’étude de la biosynthése du DHQ démontre les propriétés de condensation de
’enzyme PqsD (Bera et al., 2009; Zhang et al., 2008) entre I’anthraniloil-CoA et un
second précurseur (inconnu pour la voie de biosynthése des HAQ et correspondant au
malonyl-CoA pour la voie du DHQ). Dans la voie de biosynthese des HAQ, ’hypothése
la plus plausible est celle ou ce second précurseur contient la chaine aliphatique
nécessaire a la biosynthése des HAQ, probablement synthétisé par les enzymes PgsB et
PqsC, comme cela a déja été proposé (Bera et al., 2009). Dans ce cas, on s’attend a ce
que cette réaction de condensation par PgsD soit la derniére étape de cette biosynthese.
Or ce n’est pas le cas puisqu’il a été¢ démontré dans mes travaux que PgsB et PgqsC
agissent aprés PgsD, ce qui rend improbable le schéma de biosynthése du HHQ proposé
par (Bera et al., 2009) (Figure 2-49A).

11 existe un précurseur potentiel qui répond a plusieurs des caractéristiques connues
du précurseur que 1’on recherche et qui reste en accord avec les données publiées dans la
littérature : 1’anthranoil complexé 4 ’enzyme PgsD. C’est un précurseur qui a déja été
isolé (Bera et al., 2009). Si I’on suppose que PgsB et PgsC interviennent dans la
biosynthése du précurseur de la chaine aliphatique, tel que le suggére leur fonction
prédite (Zhang et al., 2008), ce précurseur est donc absent chez le mutant pgsCqp. En
absence de celui-ci, la voie de biosynthése du HHQ serait bloquée, le complexe
anthranoil-PqsD s’accumulerait et les protéases intracellulaires dégraderaient peu a peu
’enzyme PqsD rendue inutile faute de substrat. Une fois 1’enzyme dégradée
suffisamment, le complexe en excés se retrouverait également dans I’environnement
extracellulaire. L’association de ’anthranoil avec des fragments dégradés de I’enzyme
PqsD rendrait ce complexe invisible par spectrométrie de masse, puisque celui-ci aurait
une masse variant en fonction de 1’état de dégradation de PqsD. Lorsque le complexe est
mis en présence d’un mutant pgsd ., pgsH, il est pris en charge par PgsB, qui lui
ajouterait le précurseur de la chaine aliphatique (le B-céto-décanoil-CoA) sur le
groupement azoté du noyau quinoline. Finalement, PqsC viendrait cliver I’ester CoA du
nouvel intermédiaire, et une cyclisation viendrait achever la formation du HHQ (Figure
2-49B).
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Figure 2-49. Schémas hypothétiques de biosynthése du HHQ a partir de Panthranoil-PqsD (Bera er
al., 2009).

(A) Hypothése selon laquelle PgsD effectue la derniére étape enzymatique, aprés PgsB et PgsC (Bera et al.,
2009). (B) Modele hypothétique basé sur les résultats présentés dans ce chapitre et dans lequel PgsB et
PqsC agissent aprés PqsD. Le complexe anthranoil-PgsD serait le précurseur produit par PqsD et PgsA.

Néanmoins, quelques points viennent a Pencontre de cette hypothése.
Premiérement, il reste toujours le probléme du faible espace de la poche enzymatique de
PgsD pour accueillir le B-céto-décanoil-CoA, ce qui fait de cette molécule un mauvais
candidat comme substrat de PgsD. Deuxiémement, si le précurseur identifié est associé a
des fragments dégradés de PqsD, il aurait da se retrouver dans de nombreux echantillons
lors du fractionnement HPLC, alors qu’une seule fraction le contient (Figure 2-30).

Finalement, si la taille du précurseur varie selon les fragments de PqsD, une partie aurait
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di se trouver dans le rétentat lors du passage sur des pores de 3 000 Da, ce qui n’a pas été
le cas (Figure 2-32).

Tenant compte de ces observations, il reste la possibilité que le précurseur soit
dissocié de PqsD et associé avec un coenzyme A. Celui-ci est en effet inférieur a 3000 Da
et est donc suffisamment petit pour pouvoir étre excrété de la cellule, bien que ce genre
de facteur ne soit généralement pas destiné & étre exporté et aurait dii étre détectable par
LC/MS.

La présence du pHHQ dans le milieu extracellulaire est difficile a interpréter. 1I est
difficile d’envisager que le précurseur perde son lien thioester activé (ce qui lui
permettrait de sortir de la cellule plus facilement), se retrouve a I’état de molécule
inactive, pour ensuite étre réactivé (dans la cellule) puis utilisé par PqsB et PqsC pour
former du HHQ, car beaucoup d’énergie serait alors consommée inutilement. Sa présence
dans le milieu extracellulaire d’un mutant pgsC, est peut-étre seulement attribuable a
son accumulation causée par ’absence de la protéine PqsC. Par contre, il devrait se
retrouver majoritairement dans le milieu intracellulaire, ce qui n’est pourtant pas le cas
non plus (Figure 2-32, p. 108).

Afin de vérifier que le précurseur extracellulaire est excrété seulement lorsqu’il
s’accumule chez les mutants pgsB p 0u pgsCyp, il serait intéressant de confirmer qu’il est
absent dans le surnageant de la souche sauvage. Le surnageant de PA14 pourrait étre
extrait et la fraction aqueuse lavée de toute trace de HAQ serait donnée au mutant pgs4 np
pgsH. Si ce mutant ne parvient pas a générer du HHQ, cela prouve qu’en condition
physiologique normale ce précurseur est seulement intracellulaire. Dans le cas contraire,
il faudra toujours considérer I’hypothése selon laquelle le précurseur recherche est une

petite molécule naturellement extracellulaire et non complexée.

2.4.3.4 Les enzymes PqsB et PqsC fonctionnent-elles en complexe ?

L’étude de la production de HHQ de chacun des quatre mutants pgs4’, pgsB’, pgsC
et pgsD non polaires en présence du surnageant de chaque mutant a été trés révélatrice.
Outre la séquence fonctionnelle de ces enzymes, elle nous apprend qu’aucun

intermédiaire extracellulaire n’existe entre PgsA et PgsD et entre PgsB et PgsC, ce qui
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peut suggérer que ces enzymes fonctionnent par paire, par exemple en complexe. L’étude
enzymatique de PgsA et PqsD révéle que ces deux enzymes ne travaillent pas en
complexe (Bera et al., 2009; Coleman et al., 2008; Lépine et al., 2007; Zhang et al.,
2008). Elles peuvent toutes deux fonctionner en absence ’une de I’autre. PgsA produit de
’anthranoil-CoA en absence de PgsD a partir d’acide anthranilique (Coleman er al.,
2008). Celui-ci peut ensuite étre donné 3 PqsD pour former du DHQ (Bera ez al., 2009;
Zhang et al., 2008).

La transformation du pHHQ en HHQ est catalysée par les enzymes PqsB et PqsC,
comme cela a été démontré (voir section 2.3.3.1.2.4 p- 99). La vitesse de la réaction
enzymatique en présence de la fraction intracellulaire contenant le pHHQ et des enzymes
PqgsB et PqsC (voir section 2.3.3.1.3.7 p. 110) suggére que le processus enzymatique est
court. Il est donc peu probable que d’autres enzymes en plus de PgsB et PqsC soient
impliquées dans la transformation du précurseur en HHQ, ce qui confirme les études
présentées en début de chapitre (voir point 2.3.3.1.1.6 p. 95). Elle supporte également
I’idée d’un complexe enzymatique entre PqsB et PqsC.

Les enzymes PgsB et PqsC n’ont pas encore €été purifiées et caractérisées. Il est
donc possible qu’elles agissent indépendamment 1’une de l’autre, en générant un
intermédiaire intracellulaire, ou en complexe. Ces informations pourraient étre cruciales
afin de mieux déterminer la voie de biosynthése des HAQ. 1l serait pertinent de vérifier
’hypothése du complexe enzymatique en réalisant un systéme double hybride. Plusieurs
méthodes ont été mises au point pour étudier les hétéro-dimérisations entre protéines
hétérologues chez les bactéries (Dmitrova ef al., 1998; Dove & Hochschild, 2004). La
méthode proposée par Dove et ses collaborateurs serait préférable, car I’interaction entre
les deux protéines sera détectée par I’expression du geéne /acZ (détectable par la couleur
bleue que prennent les colonies en présence de X-gal en milieu solide) tandis que la
méthode de Dmitrova détecte I’interaction protéique par une absence d’expression de
lacZ, ce qui génére plus de faux-négatifs. De plus, la méthode de Dove a déja été utilisée
chez P. aeruginosa (Rietsch et al., 2005). Elle permettrait de fusionner une des protéines
d’intérét (PqsB par exemple) avec un domaine d’un activateur de transcription (Acl), et

I"autre protéine (PgsC) avec un domaine d’ARN polymérase (aNTD) (Figure 2-50). Sil
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y a interaction entre les deux protéines d’intérét (PgsB et PqsC), la transcription du gene

rapporteur lacZ sera activée.

A operator -35 -10

Figure 2-50. Schéma du systéme double-hybride proposé pour étudier l'interaction entre PqsB et
PqsC (Dove & Hochschild, 2004).

En conclusion, I’étude de la voie de biosynthése du HHQ et du HQNO présentée
ici a permis de confirmer la présence de nouveaux intermédiaires, produits de PqsA et
PgsD. Les étapes subséquentes liées a ce projet devraient porter sur I’identification de ces
intermédiaires ainsi que sur la purification des enzymes PgsB et PqsC afin de caractériser

leur(s) substrat(s).

2.4.4 Role des HAQ dans l'autolyse et l'iridescence chez P.
aeruginosa

Le role des HAQ en tant que molécules antibactériennes ainsi que leur implication
dans la régulation de la virulence a fait I’objet de nombreuses publications jusqu’a ce
jour. Durant mon projet, je me suis intéressée particuliérement au role que peuvent jouer
le HHQ et le HQNO dans I’apparition d’un phénotype spécifique a P. aeruginosa et
défini par de I'iridescence et de I’autolyse observable sur gélose solide.

Ce phénotype a été décrit pour la premiére fois en 1899 comme une « Irisglanz
Flecke » ou une brillance iridescente (Ruzicka, 1899). Depuis cette premiére description,
les chercheurs ont tenté d’identifier la cause de ce phénoméne. Le phénotype iridescent
est systématiquement associé a une autolyse. Certains Iattribuent a une action phagique,

tandis que d’autres refusent de croire en I’implication de bactériophages (Zierdt, 1971).
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Plus tard, le composé iridescent a été isolé et identifié comme étant du HHQ (D'Argenio
et al., 2007; Wensinck e al., 1967).

2.4.41 Les paramétres requis pour l'induction de I'autolyse et de
Piridescence varient d’une souche a I'autre dans une méme espéce

Ce phénotype est observable dans certaines conditions seulement. Lors de mes
travaux, il a été observé a pH neutre dans les souches qui surproduisent le HHQ en
absence de HQNO, ainsi qu’a pH acide chez la souche sauvage PA14 produisant des
quantités normales de HHQ et de HQNO. Ainsi, a2 pH neutre ou basique, la souche
sauvage ne présente aucune iridescence. Ce n’est pourtant pas le cas pour les souches
utilisées au début du siécle dernier, puisque I’iridescence était visible entre les pH 7 et pH
12, et disparaissait a pH 6 (Zierdt, 1971).

La souche actuelle PAO1 de P. aeruginosa montre également des variations dans
les paramétres nécessaires a I’apparition d’iridescence. Cette souche présente une
iridescence chez un mutant pgsL’ (D'Argenio e al., 2002) mais pas chez le mutant lasR’
(D'Argenio et al., 2007), alors que ces deux mutants sont autolytiques et iridescents chez
la souche PA14 (D'Argenio et al., 2007) (Figure 2-43, p. 124). Cependant, la souche
PAOLI est une souche de laboratoire qui a subi des modifications I’éloignant du
phénotype original de son espéce (Kohler er al., 2001). Plusieurs isolats sauvages
obtenus de patients ont un phénotype similaire a la souche PA 14 (D'Argenio et al., 2007),
ce qui montre que cette derniére reste une souche représentative de son espéce. Dans la

discussion qui suit je traiterai donc uniquement de la souche PA14.

2.4.4.2 Le HHQ et le HQNO affectent le phénotype d’iridescence et
d’autolyse

Afin de mieux identifier les paramétres influengant I’apparition de I’iridescence,
plusieurs tests ont été réalisés. Un excés de HHQ, tel que retrouvé chez les mutants
autolytiques et iridescents pgsL (Tableau 2-1, p. 87) et lasR" (Déziel et al., 2004),
pourrait expliquer ce phénotype, mais le mutant pqsH, qui accumule le HHQ de maniére
tout aussi significative (données non publiées), présente nettement moins d’iridescence en

milieu solide (Figure 2-43, p. 124). 1l semblerait qu’il faille combiner un excés de HHQ
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avec une absence de HQNO pour recréer autolyse et iridescence; cependant, le
mécanisme reste encore inconnu.

L’absence de HQNO pourrait également étre responsable de I’autolyse et
’iridescence observées chez les mutants pgsL™ et lasR". Toutefois, d’autres mutants ne
produisant pas de HQNO, tels que les mutants pgs4’, pgsB’, pgsC ou pgsD’ ne présentent
ni autolyse ni iridescence.

L’hypothése la plus plausible est que I’excés de HHQ soit toxique pour la bactérie,
mais que le HQNO parvienne a contrer la toxicité de cet exces. Celle-ci se base sur le fait
qu’un mutant pgsH qui surproduit le HHQ en présence de HQNO ne présente pas
d’autolyse ou d’iridescence, et que les mutants qui ne produisent pas de HQNO n’en
présentent pas non plus s’ils ne produisent pas de HHQ (par exemple pgsA", Figure 2-43).
Ce serait alors la balance entre la production de HHQ et de HQNO qui déterminerait
I’apparition ou non du phénotype observé. Afin de valider cette hypothése, on pourrait
quantifier la production de HHQ et de HQNO chez les mutants vfr et JimL™ qui présentent
également un phénotype d’autolyse et d’iridescence (Whitchurch et al., 2005). Puisque
Vfr contréle positivement lasR (Albus et al., 1997), il est fort probable que la production

de HHQ soit augmentée lorsque celui-ci est muté.

2.4.4.2.1 L’autolyse, associée a Uiridescence, témoigne d’un état de stress

chez P. aeruginosa

Il s>avére qu’a pH neutre, I’iridescence est induite en présence d’un exces de HHQ
couplé 4 une absence de HQNO. Dans une souche pgsA'pgsH qui n’exprime aucun
HAQ, un ajout d¢ HHQ méne a I’apparition de I’iridescence (D'Argenio et al., 2007).
Celle-ci est éliminée si le HQNO est également rajouté (Luke Hoffman, communication
personnelle). Etant donné qu’elle s’accompagne d’une autolyse, I’iridescence témoigne
d’un état de stress de la bactérie. De ce fait, on peut supposer que le HHQ génére une
source de stress que le HQNO inhibe.

Des études antérieures ont proposé que I’iridescence et I’autolyse soient dues a un
excés de PQS (D'Argenio et al., 2002). Toutefois, la nature du composé iridescent

(D'Argenio et al., 2007; Wensinck et al., 1967), ainsi que la présence d’iridescence dans
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le double mutant pgsH pgsL’ qui produit seulement du HHQ (résultats obtenus dans notre
laboratoire), infirment cette hypothése.

Aucune étude 4 ce jour ne rapporte un effet toxique du HHQ. Toutefois, si celui-ci
est contré en présence de HQNO, et puisque hormis chez les mutants lasR" et pgsL’ ces
deux molécules sont co-synthétisées, il n’est pas surprenant que DPeffet ait pu passer
inapercu. Il serait intéressant d’ajouter du HHQ dans un mutant pgsA” afin de vérifier que
la présence de ce composé en absence de HQNO géneére réellement de I’iridescence. Un
exces de HHQ pourrait également étre donné a d’autres espéces bactériennes afin de
vérifier si une activité antimicrobienne, de I’iridescence ou de ’autolyse peuvent étre

observées.

2.44.2.2 Le HONO inhibel ‘apparition d’iridescence en bloquant la

respiration cellulaire

Quant au réle possible de protection par le HQNO, il est connu que ce demier
permet la variation de phase chez Staphylococcus aureus (voir le mécanisme a la section
2.1.5.1.3, p. 57), qui permet a cette bactérie de survivre en présence d’aminoglycosides,
une famille d’antibiotiques nécessitant la respiration cellulaire pour entrer dans la cellule
(Hoffman ez al., 2006). Cette protection contre les aminoglycosides est plus aisée a
expliquer, car il est connu que le HQNO bloque I’oxydation du cytochrome b et la
réduction du cytochrome ¢ (Voggu et al., 2006). Chez S. aureus, il inhibe I’oxydation du
cytochrome b; et la réduction du cytochrome a, (Machan et al., 1991; Machan et al.,
1992). Puisque ces cytochromes sont impliqués dans la respiration cellulaire acrobie, leur
inhibition oblige la bactérie 4 modifier son métabolisme. Ainsi, lorsque S. aureus est
exposé au HQNO, elle favorise la fermentation au détriment de la respiration (Hoffman er
al., 2006). Elle n’est alors plus capable de synthétiser plusieurs composants nécessaires a
la voie respiratoire. Les aminoglycosides ne peuvent alors plus entrer dans la cellule. Si
I'on envisage que le role protecteur du HQNO serait d’induire un changement de
métabolisme au niveau de la cellule afin de limiter la respiration cellulaire, 1l diminuerait
tout stress causé par la respiration.

L’iridescence et I'autolyse sont-elles lides 3 la respiration cellulaire ? Parmi les

mutants non-iridescents et non-autolytiques trouvés lors des deux criblages, plusieurs
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sont affectés dans la voie de la respiration cellulaire (voir section 2.3.3.1.1.5, p. 93). Les
génes nuoD et nuoF codent respectivement les chaines D et F de la NADH
déshydrogénase, faisant elle-méme partie de la NADH coenzyme Q oxydoréductase
(complexe 1 de la chaine respiratoire), tandis que PA14_57560 (PA4430 chez PAO1)
code un probable cytochrome b. Ces enzymes sont essentielles pour la respiration
cellulaire en présence de certains accepteurs d’électrons (Hasegawa et al., 2003; Platt et
al., 2008; Wagner et al., 2003; Zannoni, 1989). Quant au géne sucD, il intervient dans la
production de NADH également nécessaire a la respiration cellulaire, via le cycle TCA
(Platt ef al., 2008). Ainsi, en présence de HQNO qui inhibe la respiration, ou en présence
d’une mutation ayant le méme effet, on constate une disparition de I’iridescence et de
I’autolyse chez P. aeruginosa. Ceci supporte I’hypothése selon laquelle ce phénotype est

relié a la respiration cellulaire bactérienne.

2.4.4.2.3 Un excés de HHQ induirait un stress au sein de la bactérie,

probablement via la voie respiratoire

Si le rdle protecteur du HQNO est de diminuer la respiration cellulaire pour inhiber
I’apparition d’iridescence, c’est que le role toxique du HHQ doit emprunter également
cette voie. Les quinolones sont connues pour inhiber I’ADN gyrase et bloquer ainsi la
réplication de I’ADN ainsi que la topoisomérase IV (Hooper, 1999), mais aucune étude
ne confirme ce role pour le HHQ. Des chercheurs se sont intéressés a I’effet post-
antibiotique des quinolones, c’est-a-dire la présence d’inhibition persistante de plusieurs
processus métaboliques indispensables a la croissance bactérienne. Il s’avére que
plusieurs quinolones affectent la respiration bactérienne (Majtan & Majtanova, 1998) et
inhibent I’activité mitochondriale (Lawrence ef al., 1993; Tominaga et al., 2002).
Néanmoins, bien que le HHQ soit une quinolone, son action sur la respiration n’a jamais
été spécifiquement étudiée.

En milieu acide, une plus faible quantité de HHQ suffit pour générer le stress
induisant I’iridescence et I’autolyse, comme on peut I’observer chez la souche sauvage
PA14. Dans ces conditions, le HQNO ne serait plus suffisant pour protéger la cellule

contre le stress. Un milieu acide génére-t-il davantage de stress oxydatif ? La respiration
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est-elle stimulée dans ces conditions ? Ces questions n’ont pas été étudiées chez P.
aeruginosa, bien qu’il soit connu que le pH optimal pour I’activité de certains
cytochromes soit de 6 (Yamanaka, 1976).

2.44.2.4  Nature du stress généré par la respiration cellulaire

La respiration cellulaire peut générer plusieurs stress. En conditions aérobie, ce sont
les espéces réactives a I’oxygéne qui sont générées, tandis qu’en condition anaérobie ce
sont davantage les métabolites de la dénitrification, principalement le NO, qui sont
toxiques. En condition aérobie ou anaérobie la respiration génére donc un stress oxydatif
ou nitrosatif, respectivement. Si le HHQ génére un stress via la voie respiratoire, ce stress
est-il oxydatif ou nitrosatif ? Le réle du NO dans I’apparition de I’iridescence a été
étudié. Un mutant norB, qui accumule le NO, ne présente pas d’iridescence, ce qui
suggere que le NO n’est pas responsable de ce phénotype. Toutefois, la présence de
HQNO pourrait contrecarrer 1’effet toxique de cette molécule. Un meilleur test serait de
vérifier qu’en absence de NO, c’est-a-dire dans un mutant nirQ’, I’iridescence
typiquement visible & pH 6, 5 soit absente.

Quant au lien entre I’iridescence et le stress oxydatif, il n’est pas évident non plus.
Les mutants lasR™ et pgsL exposés 4 du peroxyde d’hydrogéne ne présentent pas
d’iridescence a proximité du disque imbibé (Figure 2-46), ce qui suggere que le stress
oxydatif n’induit pas I’iridescence, au contraire. Un résultat similaire est observé lors
d’un ajout de nitrites (communication personnelle du Dr. Hoffian). Il est intéressant de
mentionner que ces molécules sont également connues pour réprimer les génes nuo
(Palma et al., 2004; Platt er al, 2008). 1l est donc clair que ces génes interviennent

significativement dans le phénotype que I’on étudie.

2.4.5 Conclusion du projet

En conclusion, I’étude de la voie de biosynthése des HAQ présentée dans ce
chapitre a permis plusieurs nouvelles découvertes. D’une part, j’ai démontré que le
phénotype d’iridescence et d’autolyse est influencé par la production de HHQ et de
HQNO. Le premier générerait possiblement un stress de maniére indirecte, que le HQNO

parvient & contrecarrer en bloquant la chaine de transport d’électrons de la respiration

157



cellulaire. La voie de biosynthése de ces deux molécules a été étudiée, et un précurseur
produit par les enzymes PgqsA et PqsD a été isolé pour les deux composés. Mes résultats
suggérent qu’il existe un précurseur commun au HHQ et au HQNO, et que celui-ci serait
transformé en précurseur-NO par ’enzyme PqsL avant d’étre modifié en HQNO par les
enzymes PqsB et PqsC. Il n’est toutefois pas exclu que le précurseur du HQNO soit
indépendant de celui du HHQ. L’identification structurelle de ces différents
intermédiaires aidera a déterminer le chevauchement entre la voie de biosynthése du
HHQ et du HQNO. De plus, I’étude des enzymes PqsB et PqsC pourrait également
apporter des éclaircissements quant a leur role enzymatique dans la voie de biosynthése
des HAQ. La voie compléte de la biosynthése des HAQ permettra de faciliter les
recherches pour bloquer la production de ces molécules et ainsi affaiblir le potentiel

pathogéne de P. aeruginosa.
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3 Etude de la fonction de PqsE

3.1 Introduction : état des connaissances sur PqsE

A ce stade de lecture de ce document, les différents systémes de QS chez P.
aeruginosa ont été décrits et étudiés. Les systtmes Las et Rhl, sujets principaux du
chapitre 1, sont les mieux compris. Le systéme MvfR-PQS, abordé au chapitre 2, a été
découvert et étudié entre autres par le Dr Eric Déziel et fait I’objet de recherches
majeures effectuées dans plusieurs laboratoires. Outre la biosynthése et le role des
molécules-signal dont dépend ce nouveau systéme, un volet important de 1’étude de celui-
ci se concentre sur le mécanisme d’activation de son régulon. En effet, si LasR et RhIR
sont des régulateurs directs d’un grand nombre de genes, ce n’est pas le cas de MvfR.
Jusqu’a maintenant, tout indique que les seuls génes directement régulés par MvfR sont
les génes de I’opéron pgsdBCDE (Xiao et al., 2006a), ainsi que probablement les génes
de I’opéron phnAB (Cao et al., 2001), bien que P’interaction directe entre la région
promotrice de ce dernier et MvfR n’ait pas ét¢ démontrée. Ces deux opérons sont
impliqués dans la biosynthése des molécules-signal du systéme (Wade et al., 2005; Xiao
et al., 2006b), bien que prés de 150 autres soient affectés, vraisemblablement de maniére
indirecte, en absence de celui-ci (Déziel et al., 2005).

Les premiéres hypothéses quant a I’activation du régulon du systéme MvfR-PQS
suggéraient que le PQS soit la molécule transductrice (Diggle et al., 2003; Gallagher et
al., 2002; McKnight ez al., 2000). Toutefois, Déziel et al. (Déziel et al., 2004) ont mis en
¢vidence que la diminution de virulence observée chez un mutant mv/R n’est pas due a
I’absence de PQS mais bien & I’inactivation du gene pgsE. Ces affirmations se basent sur
le fait que le phénotype d’un mutant PgsE” est semblable a celui d’un mutant mvfR, a
I’exception prés des HAQ, présents chez pqsE” mais absents chez mvfR (Déziel et al.,
2004).
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Sur les 7 génes activés directement par Mv{R, les quatre premiers, pgs4BCD, sont
nécessaires 2 la biosynthése des HAQ (Déziel et al., 2004). Quant a pgsE, sa fonction
demeure encore inconnue. Une mutation dans celui-ci n’affecte pas la production des
différents HAQ (Déziel et al., 2004), mais diminue drastiquement la virulence de la
souche mutée, comme 1’a montré un test de mortalité chez les souris (Déziel et al., 2005)
et chez les mouches (Hazan et al., 2010). Une analyse transcriptomique a révélé que plus
de 300 geénes sont affectés dans un mutant n’exprimant pas pgsE, dont de nombreux
génes de virulence et de résistance a différents stress, connus pour étre régulés par le QS
(Hazan et al., 2010). Les génes affectés dans un mutant pgsE sont essentiellement les
mémes que ceux affectés dans un mutant mvfR’, & I’exception prés des génes phnAB et
pgsABCDE, transcrits chez pgsE™ mais inactifs dans un mutant myfR™ (Déziel et al., 2005;
Hazan et al., 2010). PgsE semble donc avoir un role essentiel dans 1’expression de
nombreux génes liés au QS et a la virulence chez P. geruginosa.

Dans les sections suivantes, je décris les trois observations majeures liées a Ieffet
de PgsE sur le phénotype et la virulence de P. aeruginosa : son effet drastique sur la
production de pyocyanine, I’induction d’un stress oxydatif en sa présence et son role sur

la régulation de nombreux genes liés au QS.

3.1.1 PgsE induit la production de pyocyanine

Le phénotype le plus visible d’'un mutant pgsE™ par rapport a la souche sauvage est
I’absence totale de production d’un pigment bleu appelé pyocyanine (Gallagher et al.,
2002). Ses effets sur la cellule ainsi que les facteurs qui régulent son expression sont

décrits ci-apres.

3.1.1.1 Biosynthése de la pyocyanine

La pyocyanine est un composé de la famille des phénazines. Ces molécules ont ét¢
I’objet de nombreuses études tant dans le domaine clinique que pharmaceutique ces 50
derniéres années (Laursen & Nielsen, 2004). Les phénazines sont des composés
hétérocycliques, produits principalement par Pseudomonas spp. et Streptomyces spp.
Leur fonction premiére n’est pas précisément connue, bien qu’elles soient impliquées

dans la virulence et dans la survie chez Pseudomonas (Price-Whelan et al., 2006).

160



La pyocyanine est la phénazine la plus étudiée chez P. aeruginosa. Sous sa forme
oxydée, elle se caractérise par une pigmentation bleue, donnant la couleur caractéristique
des cultures de cette bactérie (Hassett ez al., 1992). L’intérét pour cette molécule
s’explique par son implication dans la pathogeénicité de P. aeruginosa. En effet, un
mutant incapable de la produire présente nettement moins de virulence que la souche
sauvage (Lau et al., 2004).

L’absence de production de pyocyanine dans un mutant PgsE est en corrélation
avec la trés forte diminution de transcription des génes des opérons phzAI-GI et phzA2-
G2 présents dans les données transcriptomiques (Hazan et al., 2010). Ceux-ci sont
nécessaires pour transformer ’acide chorismique en acide phénazine-1-carboxylique ou
PCA (Figure 3-1). Par la suite, le PCA génére trois phénazines différentes, soit la
phénazine-1-carboxamide, la pyocyanine et I’hydroxyphénazine, selon I’enzyme
impliquée (PhzH, PhzM et PhzS, ou PhzS, respectivement). Ces enzymes sont toutes au
moins deux fois moins exprimées dans un mutant PgsE" par rapport a la souche sauvage
(Hazan et al., 2010).

LG ATP  L-Glu, AMP+PP,

’ Heus]

PhzA1-G1 ) _
PhzA2-G2 Phenazine-1-carboxamide
[ )
COOH COOH P hz M COOH P th OH
@Ji‘;m ’CI:@ N CE:@ 7N CC@
OH PCA Lmethiorune  homocysteine du, Mong, 'f‘ﬁ,o é”:
Acide Pyocyanine
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=l ool

NADH+O,  NAD'+ H,0

1-Hydroxyphénazine

Figure 3-1. Biosynthése des phénazines chez P. aeruginosa. Adapté de Mavrodi et al. (2001).
PCA = acide phénazine-1-carboxylique.

3.1.1.2 Régulation de Ia production de pyocyanine

La régulation des deux opérons de biosynthése des phénazines chez P. aeruginosa

est fort complexe. Bien qu’ils se ressemblent, ces deux groupes de génes possédent une
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région promotrice trés différente, ce qui suggeére une régulation spécifique pour chacun
d’eux (Ledgham et al., 2003b; Soberon-Chavez et al., 2005). 1l a été démontré que RhiR
régule ces deux opérons ainsi que les génes phzS et phzM (Mavrodi et al., 1998; Mavrodi
et al., 2001). Bien que de trés nombreux régulateurs modulent la quantité de pyocyanine
produite, jusqu’a présent seuls les génes phz, pgsE et rhIR semblent essentiels et
indispensables pour sa production (Gallagher et al., 2002). Le Tableau 3-1 regroupe tous
les régulateurs connus pour influencer positivement ou négativement la production de

pyocyanine, dont un trés grand nombre sont également liés au QS.

Tableau 3-1. Liste des régulateurs influen¢ant la production de pyocyanine chez P. aeruginosa.

Nom du | Géne Géne dans | Régulation de | Référence
régulateur | dans PAl14 la pyocyanine
PAO1

Vir PA0652 | PA14 08370 activateur (Beatson et al., 2002a)

QscR PA1898 | PA14 39980 répresseur (Chugani er al, 2001;
Ledgham ez al., 2003b)

RsmA PA0905 | PA14 52570 répresseur (Pessi et al., 2001)

MvaT PA4315 [ PA14 56070 répresseur (Diggle et al., 2002)

VgsR PA2591 | PA14 30580 activateur (Juhas et al., 2004)

RpoN PA4462 | PA14 57940 activateur (Hendrickson et al., 2001)

GacA PA2586 | PA14 30650 activateur (Reimmann et al., 1997)

RpoS PA3622 | PA14 17480 répresseur (Suh et al., 1999)

PtxR PA2258 | PA14 35380 répresseur (Carty et al., 2006)

QteE PA2593 | PA14 30560 répresseur (Siehnel et al., 2010)

Hfq PA4944 | PA14 65310 répresseur (Sonnleitner et al., 2006)

AmpR PA4109 [ PA14 10800 répresseur (Kong et al., 2005)

PA2384 PA2384 | PA14 33830 répresseur (Zheng et al., 2007)

Rsal PA1431 | PA14 45950 répresseur (Rampioni et al., 2007)

PmpR PA0964 | PA14 51810 répresseur (Liang et al., 2008)

MexT PA2492 | PA14 32410 répresseur (Tian et al., 2009)

LasR PA1430 | PA14 45960 activateur (Diggle et al., 2003)

RhiR PA3477 | PA14 19120 activateur (Ochsner et al., 1994)

Mv{R PA1003 | PA14 51430 activateur (Cao et al., 2001)

OxyR PA5344 { PA14 70560 répresseur (Vinckx et al., 2010)

La pyocyanine est donc un facteur de virulence contr6lé en bonne partie par le QS
chez P. aeruginosa. L’effet de PqsE sur ce pigment est étudi¢ séparément des autres

facteurs contrdlés par le QS pour deux raisons. La premiére est que celle-ci pourrait €tre
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une molécule-signal elle-méme, et avoir des effets sur d’autres facteurs (Dietrich et al.,
2006). Puisque ce nouveau rdle n’est pas encore caractérisé en profondeur, il mérite
d’étre traité a part dans ce projet. Ensuite, I’effet de PgsE sur la production de pyocyanine
est drastique, puisqu’aucune trace de pyocyanine n’est visible chez le mutant PgsE, alors
que les autres facteurs contrslés par le QS sont affectés moins drastiquement et présentent

une diminution et non une abolition de production dans ce méme mutant.

3.1.2 PgsE active le stress oxydatif chez P. aeruginosa

A c6té de Ieffet drastique de PqsE sur la production de la pyocyanine, une analyse
transcriptomique du mutant pgsE montre que parmi les génes les plus affectés se
retrouvent de nombreux génes activés par le stress oxydatif (Hazan ef al., 2010).

De nombreuses études se sont intéressées aux génes que possédent P. aeruginosa
pour se défendre contre le stress oxydatif. Palma et al. (Palma et al., 2004) ainsi que
Salunkhe et al. (Salunkhe er al., 2005) ont réalisé des études transcriptomiques afin
d’identifier les génes surexprimés par la bactérie en présence d’un agent oxydant, le
peroxyde d’hydrogéne. Une autre étude a été effectuée sur une culture de la souche
sauvage PAOIl de P. aeruginosa dans laquelle de la pyocyanine avait été rajoutée
(Dietrich e al., 2006). Enfin, une derniére étude transcriptomique s’est portée sur le
mutant soxR" (Palma et al., 2005). SoxR est un régulateur transcriptionnel contrélant la
réponse au stress oxydatif. Une mutation de celui-ci a permis d’identifier les genes qu’il
contréle. Les principaux génes identifiés lors de ces ¢tudes sont présentés dans le Tableau
3-2 et ont été comparés avec les genes les plus fortement affectés dans un mutant pqsk .
Sur les 11 génes les plus affectés dans ce dernier, 8 se retrouvent également dans au
moins I’une des données transcriptomiques liées au stress oxydatif chez P. aeruginosa
(Tableau 3-2).

Quant aux trois autres génes, ahpB est aussi impliqué dans la réponse cellulaire au
stress oxydatif et est activé par OxyR (Ochsner er al., 2000), phzB est impliqué dans la
biosynthése de pyocyanine, source de stress oxydatif (Mavrodi et al., 2001) (voir section
3.1.2.1.3, p. 166), et cyoE est une protéine du cytochrome o impliquée dans la respiration
cellulaire et nécessaire pour la survie bactérienne en présence de H,0,, du moins chez £

coli (Lindqvist et al., 2000). Ainsi, sur les 11 génes dont la transcription est la plus
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affectée par PqsE, un seul est impliqué dans la production d’une molécule oxydante, et

les 10 autres sont impliqués dans la protection cellulaire contre le stress oxydatif.

Tableau 3-2. Identification des génes impliqués dans la réponse au stress oxydatif dans différentes
études et comparaison avec les génes affectés dans un mutant pgsE'.

Genes activés par | Génes activés par | Génes activés par | Génes activés par
ajout de H,O, ajout de SoxR ((Palma et al., PgsE
(Palma et al., 2004, pyocyanine 2005)) (Transcriptome
Salunkhe et al., (Dietrich et al., pqsE (Hazan et al.,
2005) 2006) 2010)
PA3237 ND ND PA3237
ND mexGHI-opmD mexGHI-opmD mexGHI-opmD
ND PA2274 PA2274 PA2274
katB ND ND katB
ND PA3718 PA3718 PA3718

ND. Non Déterminé.

Puisque le stress oxydatif est ’'un des domaines affectés par PgsE, il est nécessaire
d’en comprendre la teneur, d’identifier ses sources et ses effets sur la cellule et de décrire

la maniére dont les mécanismes de défense sont régulés.

3.1.2.1 Molécules induisant un stress oxydatif

Le stress oxydatif est un terme général utilisé pour décrire le niveau de dommage
oxydatif causé par des radicaux oxygénés libres (ROS)). Ces ROS sont des dénvés du
métabolisme de 1’oxygeéne (Figure 3-2). Ils se retrouvent dans tous les organismes
aérobies.

Le niveau de stress oxydatif est déterminé par la balance entre le taux de production
de dommage oxydatif et le taux de détoxification / dégradation / réparation cellulaire face
a ces dommages. C’est donc une balance entre la production de ROS et leur inactivation
par des défenses cellulaires. Ces défenses sont des enzymes antioxydantes (superoxyde

dismutases SOD, catalases et peroxydases), des enzymes de séquestration du fer, des
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agents de séquestration des radicaux libres et des enzymes de réparation de I’ ADN (Beyer
et al., 1991; Imlay & Linn, 1987; Imlay & Linn, 1988; Ma et al., 1999; Martinez &
Kolter, 1997; Zhang et al., 1996). P. aeruginosa posséde un arsenal impressionnant de
défenses contre le stress oxydatif. Celui-ci comprend deux superoxydes dismutases (Fe-
SOD SodB et Mn-SOD SodA), qui détoxifient le superoxyde en peroxyde d’hydrogéne,
(Brown et al., 1995; Ma et al., 1999), trois catalases (KatA, KatB, KatC) qui protégent la
cellule contre I’effet toxique du peroxyde (Hassett et al., 1993; Hassett ef al., 1995) et
quatre hydroperoxydes réductases (AhpA, AhpB, AhpCF, and Ohr) qui détoxifient le
peroxyde (Ochsner et al., 2000; Ochsner ef al., 2001).

. .

oH+ H* H,0
Oxygéne Anion Peroxyde Radical
moléculaire  superoxyde d’hydrogéne hydroxyle

Figure 3-2, Métabolisme de I'oxygéne et production de ROS (espéces réactives d'oxygéne). Adapté de
Chabot ez al. (1998).

Il existe plusieurs molécules induisant ce type de stress dans la cellule. Celles-ci

sont décrites dans les sous-sections suivantes.

3.1.2.1.1  Anion superoxyde

La production d’anion superoxyde (O2) est estimée a 5 uM/s chez E. coli (Seaver &
Imlay, 2004). Celui-ci endommage de nombreuses cibles au sein de la cellule. Il inactive
entre autres les centres Fer-Soufre [4Fe—4S]3" des enzymes en les oxydant et en libérant
un atome de fer (Flint ef al., 1993). Ce demier s’associe aisément aux lipides et aux
protéines, ce qui étend les effets néfastes de 1’anion superoxyde dans la cellule entiére
(Keyer & Imlay, 1996).
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3.1.2.1.2  Peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne est un composé non chargé qui pénétre les membranes.
Ainsi, la présence exogéne d’H;O, augmente le stress oxydatif au sein des cellules.
Environ 15 pM/s sont produits par les cellules aérobies (Seaver & Imlay, 2004). Ce
composé inactive aussi les enzymes contenant un centre fer-soufre en libérant un atome
de fer (Jang & Imlay, 2007). Il oxyde le fer ferreux intracellulaire, associé entre autres a

’ADN, ce qui génére des mutations (Henle et al., 1999).

3.1.2.1.3 Mdécanismes et composés générant I’anion superoxyde et/ou le
peroxyde d’hydrogéne

Plusieurs sources des ROS ont été identifiées. La chaine respiratoire est la source
majeure de production de I’anion superoxyde (Korshunov & Imlay, 2006). Ce n’est
toutefois pas le cas pour le peroxyde d’hydrogéne, puisque celui-ci n’est pas
substantiellement diminué lors de la mutation des enzymes respiratoires (Seaver & Imlay,
2004).

Le peroxyde d’hydrogéne est aussi formé a partir de procédés chimiques lorsque
des métaux et du soufre réduits remontent a la surface de sédiments anaérobies et sont
exposés a I’oxygéne (Imlay, 2008).

Enfin, certaines plantes et micro-organismes sécrétent des composés qui générent
du superoxyde a partir de I’oxydation d’enzymes. Ces composés sont les viologénes (tels
que le paraquat), les phénazines et les quinolones. La pyocyanine est reconnue pour étre
un facteur induisant un stress oxydatif pour les cellules autant procaryotes qu’eucaryotes
(Baron & Rowe, 1981; Gardner, 1996; Hassan & Fridovich, 1980; Lau et al., 2004; Usher
et al., 2002). On la retrouve chez P. aeruginosa sous forme oxydée (bleue) ou réduite
(incolore a pH neutre). La pyocyanine réduite est un radical libre instable qui réagit
rapidement avec ’oxygéne. Cette auto-oxydation méne a la formation d’ O7, du H;O; ou,
en présence de métaux tels que le fer, du radical hydroxyle OH’ (Hassett e al., 1992). Le
mécanisme proposé pour I’action de la pyocyanine veut que celle-ci déséquilibre le flux
d’électrons, induisant ainsi la production d’agents oxydants, menant éventuellement a la

mort cellulaire (Hassan & Fridovich, 1980).
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3.1.2.2 Régulateurs contrélant le stress oxydatif

3.1.2.2.1 Lerégulateur SoxR est activé en présence de superoxyde

L’anion superoxyde ainsi que les composés qui le générent sont des inducteurs du
régulon SoxR. SoxR est une enzyme contenant un centre [2Fe-2S] a I’état réduit. En
présence de superoxyde, ce centre est oxydé, ce qui active alors SoxR (Kobayashi &
Tagawa, 2004). Chez E. coli, SoxR vient activer un régulateur transcriptionnel, SoxS, qui
lui-méme active de nombreux génes de protection contre le stress oxydatif (Greenberg et
al., 1990). Chez P. aeruginosa, aucun homologue 4 SoxS n’a été répertorié, bien que
SoxR soit présent. Le géne & c6té de SoxR, PA2274, est directement activé par SoxR,
bien que sa séquence ne prédise aucun réle de régulateur (Kobayashi & Tagawa, 2004).
Plusieurs autres génes sont activés directement par SoxR (Palma et al, 2005). On
retrouve la pompe 4 efflux MexGHI-OpmD, ainsi que le géne PA3718, de fonction
inconnue. La totalité du régulon de SoxR se retrouve dans les geénes les plus affectés chez
le mutant pgsE™ (Hazan et al., 2010).

Une étude suggére que SoxR n’est pas un acteur essentiel pour la protection contre
le stress oxydatif, puisqu’un mutant soxR" n’est pas plus sensible a ce type de stress
(Palma et al., 2005). 11 est néanmoins li¢ au superoxyde puisque c’est ce dernier qui
permet de I’activer et donc d’induire la transcription de son régulon. Enfin, il faut
souligner le fait que la pyocyanine est ¢galement un composé capable d’activer SoxR
(Dietrich et al., 2006). En effet une étude transcriptomique a évalué I’impact d’un ajout
de pyocyanine sur la régulation des geénes de P. aeruginosa. La transcription des génes
dépendant de SoxR a été augmentée en présence de pyocyanine, mais seulement lors que

ce régulateur est fonctionnel au sein de la bactérie.

3.1.2.2.2  Le régulateur OxyR est activé en Pprésence de stress oxydatif

Les catalases et les hydroperoxyde-réductases sont des enzymes de défense contre
le stress oxydatif dont I’expression dépend du régulateur transcriptionnel de type LysR,
OxyR. Un mutant oxyR" est hypersensible a toutes les sources de stress oxydatif. OxyR
doit étre oxydé pour pouvoir activer son régulon, a I’instar de SoxR (Storz ef al., 1990),
mais a la différence de ce dernier qui ne répond qu’au superoxyde, OxyR réagit

également au peroxyde d’hydrogéne et aux hydroperoxydes organiques (Ochsner et al.,
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2000). Chez P. aeruginosa, le controle direct de la transcription des génes katB-ankB,
ahpB et ahpC-F par OxyR a été démontré (Ochsner et al., 2000). Les génes katB, ahpB et
ankB sont 15, 12 et 5 fois moins exprimés chez le mutant pgsE™ par rapport a la souche
sauvage, respectivement (Hazan et al., 2010).

Chez E. coli, OxyR active également un petit ARN oxyS, qui agit lui-méme comme
un régulateur positif ou négatif en réponse au stress oxydatif (Zhang ez al., 1997). Aucun

équivalent n’a encore été découvert chez P. aeruginosa (Ochsner et al., 2000).

3.1.3 PgsE active un grand nombre de génes contrélés par le
guorum sensing

Outre son effet sur la pyocyanine et sur le stress oxydatif, le troisiéme domaine que
PqsE semble affecter chez P. aeruginosa est I’expression de génes connus pour étre sous

le contrdle du QS.

3.1.3.1 Identification des facteurs de virulence affectés par PqsE et

contrblés par le quorum sensing

L’un des attraits de 1’étude de PqsE est qu’en son absence, la virulence de P.
aeruginosa est fortement compromise dans un modéle de mouches (Hazan ez al., 2010),
de levures (Hazan ef al., 2010) ou de brilures infectées chez la souris (Déziel et al.,
2005). Celui-ci contrdle donc des facteurs de virulence essentiels a la pathogénicité de
cette bactérie. Les quelques études qui ont porté sur le mutant pgsE™ rapportent une
diminution de plusieurs génes ou de facteurs impliqués dans la virulence, tels que la
pyocyanine, la production d’élastase et celle de rhamnolipides (Farrow et al., 2008). Ces
deux derniers ne sont toutefois pas diminués aussi drastiquement que la pyocyanine.

Selon les données transcriptomiques du mutant pgsE’, prés de 75 génes contrdlés
par PqsE codent des facteurs de virulence putatifs ou confirmés (Hentzer et al., 2003,
Schuster et al., 2003; Wagner et al., 2003), dont des protéases, des hémolysines, des
lectines, du cyanure d’hydrogéne, la pyochéline, des pyocines, la pyocyanine et les
rhamnolipides (Hazan et al., 2010). Prés de 46% des geénes contrdlés par LasR / RhIR
(Schuster et al., 2003) le sont également par PqsE.
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Puisque PqsE affecte tous ces génes, il est important de connaitre les facteurs de

régulation du QS qui influencent leur expression.

3.1.3.2 Facteurs de régulation intervenant dans le quorum sensing de P.
aeruginosa

De nombreux facteurs de régulation interviennent dans le QS de P. aeruginosa. La
Figure 3-3 présente un schéma des interactions connues entre ces différents facteurs. On
y retrouve principalement les régulateurs affectant ou affectés par les systémes de QS
Las, Rhl et MvfR. Les différents régulateurs et molécules-signal qui y sont représentés

sont décrits plus en détail dans les sous-sections suivantes.

pqsA pqsB pqsC pqsD PYsE phnA phnB pgqsR

S ——" —
\. /
\. ./
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— P Fyr—e

Figure 3-3. Représentation de la plupart des facteurs influencant le quorum sensing chez P.
aeruginosa.

Adapte de Williams & Camara (2009). PgsR est un synonyme de MvfR.
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3.1.3.2.1 Régulateurs transcriptionnels affectant le quorum sensing

RpoS (aussi connu comme ¢° ou 6°%) est un facteur de transcription central impliqué
dans la réponse a différents stress induisant une réduction ou un arrét de croissance
(Hengge-Aronis, 2002). On lui reconnait une action sur la régulation de I’alginate, de la
pyocyanine et de 1’exotoxine A. Il est également impliqué dans la résistance aux stress
induits par la chaleur, I’acidité, la forte osmolarité, le peroxyde d’hydrogene et 1’éthanol.
Selon une analyse transcriptomique, prés de 800 génes sont régulés par RpoS, dont une
bonne partie inclut des génes connus pour étre controlés par les AHL et le QS (Schuster
et al., 2004a).

RpoN (ou ¢>*) régule également de nombreuses fonctions métaboliques ainsi que
plusieurs facteurs de virulence chez P. aeruginosa (Hendrickson et al., 2001). Une
mutation dans le géne rpoN induit une variation de production des AHL, qui peut étre soit
augmentée (Heurlier ef al., 2003), soit diminuée (Thompson ef al., 2003) en fonction des
paramétres de croissance utilisés. RpoN est donc un lien entre la régulation par le QS et
les conditions environnementales auxquelles sont exposées les bactéries (Heurlier ef al.,
2003).

RsalL, MvaT et QscR sont trois régulateurs exercant une répression
transcriptionnelle sur les génes liés au QS. Le premier, RsaL, est une protéine agissant
directement sur lasI pour diminuer sa transcription. Il serait en compétition directe avec
le complexe LasR/3-0x0-Cj2-HSL pour le site de fixation sur le promoteur de las/ (de
Kievit et al., 1999). 11 régule directement plusieurs autres génes tels que les génes
phzABCDEFG et les génes hcnABC (synthése de cyanure d’hydrogéne) (Rampioni et al.,
2007). 11 affecte prés de 130 génes dont plusieurs impliqués dans la virulence, et ce
indépendamment de son effet sur las/ (Rampioni et al., 2007, Rampioni et al., 2009).

Le second répresseur, MvaT, intervient dans la répression du QS a faible densité
cellulaire. 1 est connu pour affecter la production d’AHL, de lectine, de pyocyanine et
d’élastases (Diggle et al., 2002). 1l agirait également sur lasR, rsal, rpoS et rsmZ
(Castang et al., 2008).

QscR, tout comme VqsR, sont des régulateurs de type LuxR, comme LasR et RhIR.
1ls se distinguent toutefois de ces deux derniers puisqu’aucun gene de synthase d’AHL ne

se trouve a proximité du géne qui les code. Dans un mutant gscR’, I’expression de /asl et
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de rhil est avancée et prés de 400 génes sont différemment exprimés, tant positivement
que négativement (Lequette ef al., 2006). QscR formerait des hétérodiméres avec LasR et
RhiR pour empécher leur activation (Ledgham e al., 2003b).

En absence de VqsR, aucune production d’AHL n’est observée, corrélée a une
virulence trés fortement compromise (Juhas et al., 2004). Ce geéne est toutefois régulé lui-
méme par le systéme LasR/3-0x0-C),-HSL (Li et al., 2007).

Une mutation dans le régulateur Vfr induit une diminution de transcription de /asR
de prés de 90% (Albus ez al., 1997). 11 contrdle donc tous les génes de virulence associés
au systéme Las. I est activé par I’AMPc et le GMPc bloquerait cette interaction (Fuchs ez
al., 2010).

RsmA et DksA sont tous deux impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle
de nombreux geénes liés au QS. Dans de nombreuses bactéries, I’activation de la
production de métabolites secondaires est dépendante de I’action post-transcriptionnelle
de répresseurs se liant 3 ’ARNm (Haas et al., 2002), tels que RsmA (Repressor of
Secondary Metabolism). Ces répresseurs régulent I’accés au site de fixation du ribosome
et influencent la stabilité¢ de 'ARN. Un mutant rsmd" produit moins d’AHL, de
pyocyanine et de cyanure d’hydrogéne, et est affecté dans la pathogénicité et dans la
production de nombreuses protéines extracellulaires chez P. aeruginosa (Pessi et al.,
2001). Son régulon comprend prés de 500 génes dont les deux tiers sont régulés
négativement. Au moins six opérons sont directement régulés par RsmA de maniére
négative, mais aucune régulation positive directe n’a été identifiée (Brencic & Lory,
2009).

Dans des conditions de carence en acides aminés, les bactéries activent un systéme
particulier afin de court-circuiter certains de leurs systémes dans le but de mieux survivre.
Ce systéme est appelé «réponse stringente». Dans ces conditions, les bactéries
accumulent de la guanosine tétraphosphate (ppGpp), qui intervient dans la régulation
transcriptionnelle de nombreux génes. DksA est une protéine augmentant I’activité du
ppGpp en se liant 4 I’ARN polymérase (Paul e al., 2004). Lorsque DksA est surexprimé,
la transcription de rhll est fortement diminuée et les facteurs de virulence sont moins

produits (Branny et al., 2001). DksA agit également sur la traduction de /asB, codant

171



pour une élastase, et de rhl4B, impliqués dans la biosynthése des rhamnolipides (Jude et
al., 2003).

La polyphosphate kinase, encodée par ppk, est connue pour exercer un controle
positif sur la synthése des AHL et donc sur toute la virulence chez P. aeruginosa (Rashid
et al., 2000).

L’un des systémes influencant le plus le QS chez P. aeruginosa est le systéme a
deux composantes GacA/GacS. Le régulateur GacA est connu pour orchestrer la
production de facteurs de virulence et d’antibiotiques dans de nombreuses bactéries
(Lapouge et al., 2008). Dans le genre Pseudomonas, I’impact du systéme GacA/GacS sur
la virulence se fait via le contrdle de la production de petits ARN régulateurs qui se lient
au régulateur RsmA (Brencic et al., 2009; Lapouge et al., 2008). C’est le cas des deux
petits ARN rsmY et rsmZ, présents chez P. aeruginosa (Brencic et al., 2009). De la méme
maniére, d’autres études proposent que AlgR2, bien qu’impliqué dans la production
d’alginate, soit également un régulateur transcriptionnel global influencant la totalité du
QS, en se fixant de maniére spécifique sur les régions promotrices de lasR et rhlR
(Ledgham et al., 2003a). Une présentation plus détaillée des facteurs intervenant sur le

QS peut étre consultée dans une revue récente (Williams & Camara, 2009).

3.1.3.2.2  Molécules-signal impliquées dans le quorum sensing

Les régulateurs ne sont pas les seuls facteurs régulant les génes du QS. Ceux-ci sont
souvent dépendants de ligands et autres composés présents dans différentes conditions
environnementales auxquelles les bactéries sont exposées. Ces autres facteurs sont

présentés dans cette sous-section.

3.1.3.2.2.1 Diversité des molécules-signal

Les AHL sont les molécules-signal les mieux connues pour établir un systéme de
QS chez les bactéries 8 Gram négatif. Néanmoins, plusieurs autres familles de molécules
ont été récemment identifiées comme molécules-signal intervenant dans le QS et
n’appartenant pas aux AHL. C’est le cas des HAQ du systtme Mv{R-PQS de P.
aeruginosa. Xanthomonas campestris utilise quant a elle une petite molécule de faible
poids moléculaire (’acide cys-11-méthyl-2-dodécanoique) qui diffuse et qui régule de

nombreux facteurs de virulence (Buttner & Bonas, 2010). Ce signal fait partic d’une
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famille nommée DSF (diffusible signal factor) détectée chez un nombre croissant de
bactéries (Deng et al., 2010). Bien que P. aeruginosa ne produise pas de DSF, elle réagit
néanmoins A sa présence en modifiant son organisation structurelle (Ryan e al., 2008).
Enfin, Ralstonia solanacearum utilise ’ester méthylique de I’acide 3-hydroxypalmitique
en conjonction avec des AHL pour moduler I’activité de nombreux geénes (Flavier et al.,
1997).

Chez P. aeruginosa, en plus des HAQ du systéme MviR-PQS, plusieurs dipeptides
cycliques ont été rapportés pour activer des régulateurs de type Lux impliqués dans le QS
(Figure 3-4) (Holden et al., 1999). Leurs masses sont de 168 Da pour le cyclo(AAla-L-
Val), de 260 pour le cyclo(L-Pro-Tyr) et de 244 pour le cyclo(L-Phe-L-Pro). Plusieurs
enzymes sont impliquées dans leur métabolisme, bien que celles-ci n’aient pas encore été
étudiées chez P. aeruginosa. Chez Bacillus subtilis, des synthases de peptides sont
impliquées dans la synthése non ribosomale d’antibiotiques peptidiques (Schneider &
Marahiel, 1998). A proximité des opérons codant pour ces enzymes ou parfois au sein
méme de ceux-ci se trouvent, dans la trés grande majorité des cas, des génes possédant un
domaine thioestérase. Celui-ci est requis pour I’addition du dernier acide aminé du
peptide permettant sa cyclisation (Schneider & Marahiel, 1998). II existe également des

enzymes qui les clivent, comme c’est le cas de DppA chez E. coli (Holden et al., 1999).

(i) cyclo(aAla-L-Val) (iii) cyclo(L-Pro-L-Tyr) (iv) cyclo{L-Phe-L-Pro)

Figure 3-4. Structure de trois di-kéto-pipérazines produites par P. aeruginosa (Holden et al., 1999).

Enfin, des molécules-signal qui pourraient étre échangées par des espéces
bactériennes différentes ont aussi été découvertes. C’est le cas entre autres du diester du
furanosylborate ou AI-2 chez Vibrio harveyi (Schauder et al., 2001). Cette molécule

nécessite la présence du régulateur LuxS pour étre synthétisée, dont des homologues ont
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été trouvés dans prés de la moitié des génomes bactériens séquencés. De plus, des
centaines d’espéces synthétisent son précurseur, le 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione

(Surette et al., 1999). Cette molécule —signal n’est pas produite par P. aeruginosa.

3.1.3.2.2.2 Le quorum quenching ou la dégradation des molécules-signal

De nombreux mécanismes d’interférence peuvent affecter les voies du QS. Des
molécules biologiques structurellement semblables aux molécules-signal peuvent entrer
en compétition pour le site de fixation de ces derniéres sur les régulateurs qu’ils activent.
Les furanones halogénées produites par 1’algue rouge Delisea pulchra (Manefield et al.,
1999) peuvent ainsi empécher I’activation du QS chez Chromobacterium violaceum
(Martinelli ez al., 2004), chez P. aeruginosa (Hentzer & Givskov, 2003) ou chez Vibrio
harveyi (Defoirdt et al., 2008), en diminuant la stabilité des régulateurs de type LuxR
(Manefield et al., 2002).

Outre D’interférence au moyen d’inhibiteurs analogues aux molécules-signal,
plusieurs espéces bactériennes utilisent des enzymes pour dégrader les AHL. Les
lactonases et les décarboxylases clivent le noyau de I’homosérine lactone, tandis que les
acylases et déaminases séparent la chaine aliphatique de ce noyau (Dong & Zhang, 2005)
(Figure 3-5). A ce jour, seules les acylases et les lactonases ont démontré une réelle
efficacité a cliver les AHL (pour la liste de toutes les enzymes dégradant les AHL chez
les bactéries, voir (Czajkowski & Jafra, 2009)).

Figure 3-5. Mécanismes de dégradation enzymatique des acyl-homosérines-lactone (Czajkowski &
Jafra, 2009).

Les lignes en pointillés indiquent les clivages possibles des AHL selon les enzymes suivantes : H
lactonase ; (2) décarboxylase ; (3) acylase ; (4) déaminase.

L’une des lactonases les mieux caractérisées est AiiA, produite par le genre

bactérien Bacillus. Deux domaines principaux ont été identifiés dans la séquence de
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I’enzyme comme étant primordiaux pour son activité enzymatique : le premier,
W’HLHFDHAG'”, est caractéristique des métallo-B-lactamases, tandis que le second,
'HTPGHTPGH'" , st un motif sur lequel se lie le zinc des métallo-hydrolases (Dong et
al., 2000). La présence du motif His'*-X-Asp'®-His'®-59X-His'®-21 X-Asp'' est
essentielle également et permet d’identifier les enzymes de la famille des AHL-lactonases
(Czajkowski & Jafra, 2009).

Plusieurs acylases ont également été identifides pour dégrader les AHL chez
plusieurs espéces bactériennes (Roche et al., 2004). Deux de celles-ci ont été découvertes
chez P. aeruginosa. Les acylases PvdQ et QuiP clivent uniquement les AHL dont la
chaine aliphatique est supérieure a 8 carbones (Huang er al., 2003; Huang ef al., 2006).
PvdQ est codée au sein d’un opéron de biosynthése de la pyoverdine, ce qui suggére un
réle dans le métabolisme de ces composés également (Visca et al., 2007). Elle a été
cristallisée et caractérisée comme étant une hydrolase Ntn (amidohydrolase N-terminale
nucléophile) (Bokhove et al., 2010). Cette superfamille d’enzymes est caractérisée par
une région catalytique nucléophile en N-terminal. Elles clivent les liens amides,
possédent une trés faible homologie de séquence primaire et ont une structure secondaire
appa  typique (Oinonen & Rouvinen, 2000). La poche enzymatique de PvdQ est
particuliérement hydrophobe afin de pouvoir accueillir les AHL a longue chaine.
L’enzyme subit un léger changement de conformation en présence de 3-0x0-C;5-HSL, ce
qui appuie I’hypothése que cette molécule-signal soit I’un de ses substrats (Bokhove et
al., 2010).

3.1.3.2.3  Réle des petits ARN régulateurs dans le quorum sensing

Outre les molécules-signal, d’autres facteurs peuvent intervenir dans I’activation ou
la répression des régulateurs transcriptionnels influencant le QS. Les ARN non codants
ou ARNnc sont des régulateurs globaux qui activent ou répriment un certain nombre de
génes de maniére post-transcriptionnelle (Storz et al., 2005). Les ARNnc ont une taille
allant de 50 a 400 nucléotides (Shimoni et al., 2007). Les premiers ont été découverts par
hasard il y a une quarantaine d’années (Altuvia, 2007), mais leur étude plus systématique

n’a pris d’essor qu’aprés les années 2000. Avec |’amélioration des techniques
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bioinformatiques, des centaines de nouveaux candidats ont été identifiés a ce jour. Dans
la seule bactérie E. coli, prés de 80 ARNnc ont été confirmés (Waters & Storz, 2009).

3.1.3.2.3.1 Caractéristiques structurelles des ARNnc

Les ARNnc regroupent un nombre impressionnant de molécules aux fonctions, aux
séquences et aux structures extrémement diversifiées, ce qui complique considérablement
leur caractérisation ou leur classification. Méme les spécificités les plus rudimentaires,
soit leur petite taille et I’absence de traduction sont remises en question avec la
découverte d’un ARN de 514 nucléotides, RNAIII chez S. aureus, codant méme pour un
petit peptide, et dont les propriétés de régulateur ont été clairement établies (Benito et al.,
2000; Boisset et al., 2007).

La prédiction de nouveaux ARNnc peut se faire en utilisant des logiciels
bioinformatiques et en sélectionnant les paramétres les plus caractéristiques de ces
molécules bien que, comme énoncé plus haut, ceux-ci ne permettront jamais de
sélectionner la totalité des ARNnc. La génomique comparative est un outil utilisé¢ pour
leur identification. Premiérement, les régions intergéniques sont étudiées afin d’identifier
d’éventuelles séquences conservées. Ensuite, celles-ci sont regroupées et alignées afin de
déterminer une séquence consensus. Enfin, les séquences sont analysées afin d’identifier
d’éventuels paramétres structuraux typiques des ARNnc, tels que les terminateurs rho-
indépendants (Argaman et al., 2001).

Il existe deux voies de terminaison de transcription chez les bactéries. La premicre
implique la participation du facteur rho, qui déstabilise le complexe de polymérase avec
I’ARNm transcrit, ce qui libére ce dernier hors du complexe d’élongation. La seconde
voie s’effectue en absence du facteur rho. Une séquence riche en GC et présentant une
structure en épingle a cheveux suivie d’une région riche en uracile induit le décrochage
de Ia polymérase et la fin de la transcription. Les terminateurs rho-dépendants sont peu
caractérisés et n’ont aucune séquence consensus identifiable. IIs sont également moins
répandus; tous les ARNnc identifiés & ce jour utilisent le mécanisme de terminaison
intrinséque rho-indépendant (Chen et al., 2002). Ces terminateurs peuvent donc étre
utilisés pour identifier de nouveaux ARNnc. Ils sont caractérisés par (de 5’ a 3’) : (1) une

région de 11 nucléotides riche en adénosine, (2) une structure en épingle a cheveux de
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longueur variable riche en GC, (3) une région de séparation de taille variable, (4) une
région de 5 nucléotides riche en thymidine (partie proximale) et (5) une région distale de
7 nucléotides (Figure 3-6) (Lesnik et al., 2001). Une liste de tous les terminateurs rho-
indépendants détectés au moyen du logiciel TransTermHP chez la souche P. aeruginosa
UCBPP-PA 14 est publiée et disponible (Kingsford et al., 2007).
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Figure 3-6. Schéma de la structure caractéristique d'un terminateur rho-indépendant selon (Lesnik
et al., 2001).

L’identification des ARNnc est facilitée si sa régulation est connue. Chez Vibrio
cholerae et V. harveyi, des chercheurs ont tenté d’identifier un facteur réprimant un
régulateur transcriptionnel de leur systéme de QS, dépendant de la protéine de liaison a
’ARN Hfq et contrdlé par le régulateur LuxO et le facteur 654 (Lenz e al., 2004; Lilley
& Bassler, 2000). C’est en recherchant les séquences promotrices sur lesquelles le facteur
054 se fixe et en sélectionnant celles relativement proches d’un terminateur rho-
indépendant que plusieurs petits ARN régulateurs ont été identifiés (Lenz et al., 2004). 11
en a ét¢ de méme pour identifier les ARNnc prrFl et prrF2 chez P. aeruginosa en
identifiant les séquences intergéniques possédant un site de fixation du régulateur Fur

ainsi qu’un terminateur rho-indépendant (Wilderman er al., 2004).

3.1.3.23.2 Mécanismes d’action des ARNnc sur les ARN messagers

Les ARNnc peuvent réprimer ou activer la traduction des ARNm. Les différents

mécanismes d’action sont représentés a la Figure 3-7. Le mécanisme le plus commun est
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I’appariement de ’ARNnc sur une région d’initiation de ’ARNm afin d’empécher la
fixation du ribosome sur celle-ci. C’est par exemple le cas d’oxyS chez E. coli. Cet
ARNnc se fixe sur ’ARNm fhl4 codant pour un régulateur transcriptionnel afin
d’empécher sa traduction (Altuvia er al., 1998). L’hybridation de I’ARNnc sur ’ARNm
peut également accélérer la dégradation de ce dernier. Le complexe est reconnu par une
ribonucléase qui vient alors 1’éliminer. C’est la maniére dont I’ARNnc ryAB induit la
dégradation de I'ARNm sodB (Massé & Gottesman, 2002). Les ARNnc peuvent toutefois
jouer un role d’activation, en stabilisant un ARNm pour empécher sa dégradation par une

ribonucléase ou en s’hybridant sur un opérateur bloquant la traduction de celui-ci.
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Figure 3-7. Mécanisme de régulation par les ARN non codants sur les ARNm (Storz et al., 2004).
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3.1.3.2.3.3 Mécanismes d’action des ARNnc sur les protéines

Les ARNnc peuvent également agir directement sur des protéines pour les inactiver
(Figure 3-8). CsrA est une protéine de liaison 4 I’ARN régulant la consommation de
carbone et la motilité d’E. coli (Romeo et al., 1993). Elle se fixe sur des motifs GGA des
ARNm pour contréler leur stabilit¢ ou leur traduction. Les ARNnc csrB et csrC
possédent de nombreux motifs GGA (22 et 13, respectivement) qui leur permettent de
séquestrer de nombreuses protéines CsrA (Liu et al., 1997).

L’ARNnc 6S chez E. coli s’associe avec le facteur 6'°. Ce complexe active ou
réprime un certain nombre de génes (Wassarman, 2007a; Wassarman, 2007b). Dans ce
cas, I’ARNnc 68 agit similairement a un ligand, nécessaire pour I’activité d’une protéine.

Enfin, le dernier exemple d’interaction entre un ARNnc et une protéine s’illustre
avec I’ARNnc g/mY et la protéine YhbJ. Deux ARN sont nécessaires pour activer la
transcription de ’ARNm g/mS, codant pour une glucosamine-6-phosphate synthase.
GImZ favorise la traduction de g/mS en se fixant sur son ARNm, mais une autre protéine,
Yhbl, interfére dans 1’association entre glmZ et gimS en séquestrant gimZ. Le réle de
glmY est de séquestrer YhbJ. YhbJ ne peut alors plus bloquer gimZ. Celui-ci peut donc
activer glmS (voir Figure 3-8B p. 180)(Reichenbach er al., 2008).
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Figure 3-8. Mécanismes de régulation des ARNnc sur les protéines (Waters & Storz, 2009).
(A) Apergu global de trois mécanismes de régulation; (B) Régulation de I’expression de g/mS par gimY,
glmZ et YhbJ chez E. coli (Reichenbach et al., 2008).

3.1.3.2.34

Les systémes de QS de plusieurs espéces du genre Vibrio ont été étudiés et détaillés

en profondeur. Chez V. harveyi et V. cholerae, les molécules-signal du QS sont reconnues
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par des senseurs kinases-histidine a deux composantes (Figure 3-9). Ces senseurs
transmettent I’information perue au régulateur LuxO. Ainsi, en présence d’une faible
concentration de molécules-signal, le groupement phosphate est transféré de LuxU a
LuxO, qui lui-méme réprime indirectement D’activateur principal du QS: LuxR .
harveyi) ou HapR (V. cholerae). A forte densité cellulaire, lorsque les molécules-signal
sont suffisamment concentrées, les senseurs déphosphorylent et inactivent LuxO, ce qui
permet alors I’expression des activateurs du QS (Bejerano-Sagie & Xavier, 2007).

Chez V. cholerae, lors d’une étude sur les facteurs influengant les régulateurs de
type LuxR, la protéine Hfq a été identifiée (Lenz et al., 2004). Celle-ci est une protéine
de liaison a I’ARN et est connue pour contréler de nombreux ARNnc au sein de
beaucoup d’especes bactériennes en les stabilisant telle une chaperonne (Valentin-Hansen
et al., 2004; Zhang et al., 2003). Ainsi, quatre ARNnc d’une longueur de 110 nucléotides
environ et appelés grr/-4 ont été découverts. Ce sont les premiers ARNnc reconnus pour
influencer le QS dans une bactérie 4 Gram négatif. Chez V. harveyi, ces ARNnc sont au
nombre de cinq (Tu & Bassler, 2007).

Lorsque LuxO est phosphorylé, il induit Pexpression des ARNnc qrr. Ceux-ci
s’associent a Hfq et se lient directement sur ’ARNm /uxR de V. harveyi ou hapR de V.
cholerae pour empécher leur traduction (Tu & Bassler, 2007). Ils jouent donc un réle de
répression sur le QS de Vibrio (Figure 3-9).

Enfin, le QS de V. cholerae est influencé par un autre groupe d’ARNnc. Le systéme
VarS-VarA est un systéme a deux composantes agissant également sur les régulateurs du
QS. Celui-ci active la transcription de ARNnc appelés csrB, csrC et csrD, dont la
fonction est de séquestrer CsrA (Lenz ef al., 2005). CsrA active, selon un mécanisme
encore inconnu, le répresseur LuxO, pour réprimer le QS a faible densité cellulaire. A
forte densité, les ARNnc csrBCD sont transcrits et empéchent ’activation de LuxO par
CsrA (Figure 3-9).
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Figure 3-9. Réle des ARNnc dans le QS chez (A) V. harveyi et (B) V. cholerae (Bejerano-Sagie &
Xavier, 2007).

3.1.3.2.3.5 Petits ARN régulateurs contrélant le QS chez P. aeruginosa

On retrouve également un contrdle du QS de P. aeruginosa par des ARNnc
régulateurs. Le systéme VarS-VarA de V. cholerae posséde un homologue nommé GacS-
GacA chez P. aeruginosa. Le signal détecté par la kinase-senseur GacS n’est pas encore
connu, mais plusieurs autres facteurs tels que les kinases-senseur RetS et LadS
interagissent avec lui et interviennent dans I’induction ou la répression du systéme GacS-
GacA, comme cela a été démontré chez P. aeruginosa et chez P. fluorescens (Goodman
et al., 2009; Ventre et al., 2006; Workentine et al., 2009). La température est un facteur
qui stimule RetS et qui affecte ainsi le systéme GacS-GacA, du moins chez P. fluorescens
(Humair et al., 2009).

Le régulateur GacA, une fois activé par GacS, active la transcription de deux
ARNnNc appelés rsmY et rsmZ, homologues a csrB (Brencic et al., 2009). RsmA,
I’homologue de CsrA, est ainsi séquestré par ces ARNnc qui ’empéchent de réprimer de
maniére post-transcriptionnelle de nombreux genes impliqués dans la virulence de P.
aeruginosa (Kay et al., 2006) (Figure 3-10). Par contre, seul rsmY se fixe a Hfq
(Sonnleitner et al., 2006). Cela suggére qu’il puisse avoir un mode d’action différent de

celui de rsmZ qui n’est pas stabilisé par cette chaperonne.
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Figure 3-10. Illustration du syst¢éme GacA-GacS-RsmA-rsmYZ de P. aeruginosa, adaptée de (Records
& Gross, 2010).

Symboles représentés dans la structure de LadS, RetS et GacS: carrés: domaine histidine-kinase;
pentagones : domaine régulateur; sphére : domaine senseur au niveau du périplasme; triangle : domaine de
phosphotransfert contenant une histidine. Psl et Pel : exopolysaccharides impliqués dans la formation de
biofilms. TxSS : Systémes de sécrétion de type x (x =2, 3 ou 6). P: groupement phosphate. Ce systéme
affecte également de nombreux autres facteurs de virulence tels que le HCN, les lectines, les phénazines et
la chitinase (non représentés) (Pessi et al., 2001).

3.1.4 Objectifs du projet

3.1.4.1 Objectifs spécifiques au chapitre

Tel que présenté dans la section Introduction (point 3.1) de ce chapitre, on sait que
PqgsE agit sur trois voies chez P. aeruginosa : il contrdle positivement la production des
phénazines, dont la pyocyanine, il génére un stress oxydatif et il active de nombreux

genes du QS. Il reste & présent a déterminer si ces voies sont directement ou

indirectement régulées par PqsE.
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Les objectifs spécifiques du projet sont :

1. Etudier la structure primaire et secondaire de PgsE et déterminer son appartenance
a ’'une des sous-familles des hydrolases dépendantes du zinc. Résultats présentés
dans la section 3.3.1, p. 204. Ceci est nécessaire pour définir les propriétés du
substrat éventuel de PgsE et pour cibler la fonction enzymatique de PgsE.

2. Approfondir la compréhension du mutant pgsE d’un point de vue
métabolomique, phénotypique et protéomique. Résultats présentés dans la section
3.3.2, p. 212. Ceci permet de peaufiner les connaissances sur I’effet de PqsE au
sein de la cellule, et donc de restreindre la liste des substrats potentiels sur
lesquels cette enzyme agit, en identifiant les cibles possibles selon les effets
observés.

3. Identifier le substrat naturel de PgsE, lié au QS. Résultats présentés dans les
sections 3.3.3 4 3.3.6. Cette identification déterminerait 1’étape subséquente a

celle de PqsE dans la régulation des genes liés au QS.

3.1.4.2 Méthodologie et approche globale

Identifier le substrat naturel de la protéine PqsE permettrait de déterminer la famille
d’hydrolases & laquelle appartiendrait cette enzyme hypothétique. Différents composés
typiquement hydrolysés par ces différentes familles seront testés chez le mutant pgsE
ainsi que chez la souche sauvage afin de comparer la réponse cellulaire en présence ou en
absence de PgsE.

Le mutant pgsE sera soumis a une comparaison poussée avec la souche sauvage.
Des analyses phénotypiques, transcriptionnelles, protéomiques par gel bidimensionnel et
métabolomiques par LC-MS seront réalisées afin d’identifier les différences entre ces
deux souches. Les molécules hydrolysables impliquées dans le QS de P. aeruginosa
telles que les AHL, les HAQ et les ARNnc seront étudiées tout particuliérement afin
d’établir un lien éventuel avec PgsE. Des mutagenéses aléatoires seront effectuées afin
d’identifier le plus largement possible le facteur sur lequel PqsE exercerait sa fonction.
Enfin, une technique d’hybridation soustractive a également ét¢ mise au point afin

d’identifier d’éventuels ARNnc impliqués dans la voie de régulation par PgsE.
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3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Souches et conditions de culture

Les listes des souches et des vecteurs utilisés dans ce chapitre sont présentées dans
Appendice B et Appendice D, respectivement. Les conditions générales de culture sont
identiques a celles présentées dans le chapitre 2. Les milieux solides sont réalisés en
ajoutant 1,5% d’agar au milieu liquide. Les antibiotiques sont utilisés le cas échéant, aux
concentrations requises pour P. aeruginosa (tétracycline : 125 mg/1 en milieu solide, 75
mg/1 en milieu liquide, carbénicilline : 300 mg/l, kanamycine : 200 mg/l).

Les différentes molécules commerciales utilisées dans ce chapitre sont présentées
dans le Tableau 3-3. L’acide anthranilique est toujours ajouté lorsque la biosynthése des
HAQ s’amorce, c’est-a-dire lorsque la culture bactérienne atteint une DOggo = 2 en milieu
TSB, et ce afin de limiter son utilisation dans d’autres voies métaboliques telles que celle

de synthése du tryptophane.

Tableau 3-3. Liste des molécules utilisées dans ce chapitre.

Nom du composé Concentration utilisée Origine
Acide 1-décane sulfonique |50 a 450 mM (Hanson et Sigma
al., 2004)
Acide 5-fluoro-orotique (5- [ 0,2 4 2 mM (Ueda et al., | Cedarlane
FOA) 2009)
Acide anthranilique 20 a 200 mg/1 Sigma
Captopril 3347,5mM Sigma
Cuméne hydroperoxyde | 500 uM (Ochsner et al, | Sigma
(CHP) 2000)
Méthylglyoxal 0,5 mM Sigma
Pyocyanine 20 mg/Il Purification au laboratoire
Paraquat 100 pM (Kobayashi & | Sigma
Tagawa, 2004)
Tert-butyl-hydroperoxyde | 500 uM Sigma
(tBHP) - ]

La pyocyanine a été extraite comme suit. Le mutant /asR’, qui surproduit la
pyocyanine en fin de phase stationnaire, est cultivé durant 24 h a 34°C sous agitation,

dans le milieu A de King er al. (King et al., 1954). La culture est extraite trois fois au
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chloroforme avec le tiers de son volume. Le chloroforme contenant la pyocyanine est
extrait 3 fois avec du HCl 0,2 N (ratio 99 :1). La fraction aqueuse est récupérée et
neutralisée au NaOH 2N jusqu’a I’obtention d’une solution bleue. Celle-ci est 3 nouveau
extraite au chloroforme. Le chloroforme est ensuite déshydraté au Na,SO,4 puis évaporé a
sec.

Pour les tests de confirmation des résultats des Phenotype Microarrays™, le milieu

Biolog a été utilisé : 2 g/l tryptophane, 1 g/l extrait de levure, 1 g/l NaCl.

3.2.2 Quantification de I'activité beta-galactosidase

Les souches contenant le rapporteur transcriptionnel d’intérét sont cultivées en
présence de ’antibiotique de sélection pour une douzaine d’heures. Elles sont ensuite
diluées a DOggo = 0,05 dans du milieu frais en absence d’antibiotique pour le suivi de
’activité beta-galactosidase, et en présence de certains composés dont on veut étudier
I’effet sur la transcription du géne suivi. Le suivi de P’activité beta-galactosidase est
réalisé selon les méthodes déja publiées (Miller, 1972). Les expériences sont réalisées en
triplicata. Le substrat enzymatique utilisé, I’ONPG (ortho-nitro-phényl-B,D-
galactopyranodide), est fourni par Fisher.

Pour les tests en présence d’inducteurs de stress oxydatif, les réactifs sont ajoutés et
Pactivité beta-galactosidase a été quantifiée aprés 30 min. pour les hydroperoxydes
organiques et aprés 10 min. pour le peroxyde d’hydrogene, selon les méthodes publiées

précédemment (Ochsner et al., 2000).

3.2.3 Phenotype Microarrays™

Un échantillon de culture des souches PA14, pgsE™, rhiR et phzC1 C2" a été envoyé
a la compagnie Biolog (Hayward, Californie). La description de la méthode utilisée peut
étre consultée sur le site http://www .biolog.com/phenoMicro.html. Les fichiers contenant

les résultats de comparaison et fournis par la compagnie sont inclus en Appendice F.

3.2.4 Analyse de la résistance au stress oxydatif

Un sensi-disque pour les tests de sensibilité antimicrobienne BBL™ (BD

Biosciences) est imbibé d’une solution de peroxyde d’hydrogeéne 3% ou de paraquat 1
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mM. Le disque est déposé sur une gélose LB préalablement inoculée en tapis avec 100 pl
d’une préculture des différentes souches a tester. Les géloses sont ensuite incubées a

37°C pour une douzaine d’heures.

3.2.5 Analyse du protéome de pqsE par gel bidimensionnel

Les mutants pgsE™ et phzM sont cultivés dans 200 ml de TSB & 37°C et 240
rotations par minute (rpm). Les cultures sont arrétées & une DOgoo = 4. Les cellules sont
centrifugées a 10 000 x g durant 10 min. puis lavées avec deux fois 100 ml de tampon
Tris-HCl 50 mM pH?7,5. Elles sont ensuite resuspendues dans 5 ml du méme tampon, et
200 pl d’inhibiteur de protéases concentré sont ajoutés.

Seule la fraction intracellulaire du protéome a été étudide. Les cellules sont
soniquées trois fois 30 sec. & une amplitude de 3%. Puis, la solution est centrifugée a
18 000 x g et le surnageant est ultracentrifugé & 40 000 x g durant 30 min. 4 4°C. Le
surnageant obtenu est passé sur un filtre de 0,22 pm. Les protéines en suspension sont
précipitées avec de 1’acide 2,2,2-trichloroacétique (TCA) 40% pour une concentration
finale 4 20%. Aprés une centrifugation a 19 000 x g durant 30 min. 4 4°C, le culot obtenu
est lavé a I’acétone puis recentrifugé 4 17 000 x g pendant 15 min. Ce lavage est répété
quatre fois. Le culot obtenu est séché puis redissous dans un tampon de réhydratation (8
M urée, 2 M thio-urée, 4% p/v CHAPS (3[(3—Cholamidopropyl)dimethylammonio]-
propanesulfonic acid), 40 mM dithiothreitol (DTT), 20 mM
tris(thydroxymethyl)aminomethane (Tris)). La concentration en protéines est ensuite
dosée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976) avec le kit de Bio-Rad aprés
redissolution. Environ 100 pg de protéines par échantillon sont mélangés avec un tampon
IPG 3-10 (GE Healthcare) et 0,0025% de bleu de bromophénol pour un volume final de
250 pl. La solution est chargée sur une bande de gel Immobiline Dry Strip (échelle de pH
3-10 linéaire, GE Healthcare) pour chaque échantillon. Les deux bandes de gel sont
couvertes d’huile minérale et réhydratées pendant 12 heures a température ambiante.
Elles sont ensuite soumises & un courant total de 19,5 kVhr a 20°C dans un systéme
IPGphor (GE Healthcare). Les bandes sont incubées durant 10 min. dans deux tampons
d’équilibration (premier : 50 mM Tris-HCl, pH 8,8 contenant 2% sodium dodecyl sulfate
(SDS), 6 M urée, 30% glycérol et 1% p/v DTT ; second : 2% SDS, 6M urée, 30%
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glycérol et 2,5% iodoacétamide dans SO mM Tris-HCI, pH 8,8). Chaque bande est alors
transférée dans un gel & 12% de polyacrylamide. L’électrophorése se déroule & 75 V pour
une douzaine d’heures. Les protéines sont finalement révélées par une coloration a
I’argent, excisées, décolorées et digérées 4 la trypsine pour étre séquencées par
spectrométrie de masse (Shevchenko et al., 1996) par le service de protéomique de
PINRS-Institut Armand-Frappier. Le séquencage des peptides et I’identification des
protéines sont réalisés avec un spectrométre de masse triple quadrupdle & trappe ionique
(2000 Q-trap©, Applied Biosystems/MDS SCIEX) couplé a un Nano-LC (Agilent). La
comparaison de séquence avec les banques de donndes est réalisée avec le logiciel

Mascot 2.0 (Matrix Science).

3.2.6 Marquage des dérivés de I'acide anthranilique au "Carbone

Des cultures de 100 ml de la souche sauvage PAl14 et du mutant pgsE sont
supplémentées avec 20 pCurie d’acide anthranilique marqué au C (12,5 mCi/mmol) sur
son noyau (Sigma), & une DOgg = 2 (afin d’éviter que I’acide anthranilique ajouté ne
serve & produire d’autres composés, il n’est ajouté que lorsque la biosynthése des HAQ
s’amorce). Lorsqu’elles atteignent la fin de la phase exponentielle (DOgg = 3,5), 50 ml
sont prélevés et centrifugés. Les 50 autres ml sont centrifugés lorsqu’elles atteignent le
début de la phase stationnaire (DOggo = 5). Pour chacun des 4 échantillons de 50 ml
obtenus, la phase non polaire est récupérée par extraction du surnageant total a I’acétate
d’éthyle (voir section 2.2.2.1 p. 69). Elle est concentrée par évaporation puis redissoute
dans 100 pl d’acétate d’éthyle (la phase aqueuse restante tient lieu de fraction

extracellulaire polaire).

3.2.7 Séparation et analyse des fractions intracellulaires et
extracellulaires, polaires et non polaires

Les cultures bactériennes sont cultivées jusqu’a obtention de la DOggo désirée. Elles
sont ensuite centrifugées. Le surnageant obtenu est la fraction extracellulaire, le culot est
la fraction intracellulaire et membranaire. La fraction extracellulaire est analysée
directement par LC-MS ou par chromatographie en couche mince (TLC). Les molécules

polaires et non polaires peuvent étre séparées par extraction a I’acétate d’éthyle (voir
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section 2.2.2.1, p. 69). Pour obtenir la fraction intracellulaire, le culot des cultures est
redissous dans 1’eau dans 1/10 du volume de culture initial et lysé par un processus de
gel-dégel au cours duquel des bactéries sont soumises & une alternance de températures
allant de 50°C 4 plusieurs dizaines de degrés sous 0°C (bain de glace séche/éthanol). Les
composés non polaires ont ensuite été récupérés par extraction a ’acétate d’éthyle. La
phase aqueuse restante aprés I’extraction constitue la fraction intracellulaire polaire.
Celle-ci est centrifugée pour éliminer les membranes et autres débris cellulaires en vue

d’étre analysée par chromatographie ou par spectrométrie.
3.2.8 Chromatographie sur couche mince (TLC)

3.2.8.1 TLC (pour Ia séparation de molécules non polaires)

La TLC est effectuée sur une plaque de silice (Whatman, num. cat. 4861-840)
tenant lieu de phase stationnaire et différents solvants organiques sont utilisés comme
¢luants. Une partie (25 pl) de ’échantillon non polaire est posée en un point sur la plaque
de silice. Selon son affinité pour la phase mobile ou stationnaire, chaque molécule
présente dans 1’échantillon migre plus ou moins loin sur la plaque. Une premiére
migration est effectuée avec 90% dichlorométhane et 10% méthanol. Au besoin, plusieurs
séparations additionnelles sont faites par la suite. Les mélanges de solvants utilisés sont :
pour la deuxiéme séparation: 70% d’acétate d’éthyle et 30% d’acétonitrile ; 3°™
séparation : 25% acétate d’éthyle, 25% hexanes, 25% acétonitrile et 25% éther ; 4°™

séparation : 95% acétate d’éthyle et 5% hexanes.

3.2.8.2 TLC en phase inverse(séparation des molécules polaires)

Dans le cas des TLC en phase inverse (Whatman, num. cat. 4801-600), la phase
mobile est significativement plus polaire que la phase stationnaire. Cette derniére posséde
des chaines alkyles (C)3) liées de maniére covalente, ce qui inverse 1’ordre d’élution. Les
molécules polaires migrent donc plus aisément que les non polaires.

Dans le cas de migration de composés radioactifs, la plaque de silice est exposée
pendant 4 heures au phosphorImager SI (Molecular Dynamics). Un phosphorimager est
un systéme de détection de petites quantités radioactives, dont la technique est basée sur

la capacité que posséde le phosphore de stocker la radioactivité.
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Si I’un des composés présents sur la plaque chromatographique est intéressant, il
peut étre extrait. La silice de la plaque est grattée a 1’endroit ot la molécule a migré. Une
surface de taille similaire est également grattée dans la région supérieure de la plaque afin
de servir de témoin négatif. La molécule est ensuite extraite de la silice avec un solvant
contenant 20% méthanol et 80% acétate d’éthyle, qui est ensuite évaporé a sec et

redissous dans une solution de 30% acétonitrile 1% HCI pour étre injecté au LC-MS.

3.2.9 Analyses par LC-MS

Les conditions de détection des HAQ sont présentées au chapitre 2 (section 2.2.7, p.
71). Ces mémes conditions ont été utilisées pour détecter les dipeptides cycliques (m/z +1
de 245, 261 et 169, voir Figure 3-4 p. 173) et les AHL. Les conditions de détection
optimisées pour les molécules plus polaires telles que le DHQ et le VD279 sont

présentées dans Iarticle sur le DHQ (Lépine et al., 2007) dans I’ Appendice E.

3.2.10 Bioessai pour la détection des acyl homosérine lactones

Le protocole élaboré pour la détection par C. violaceum des AHL de P. aeruginosa
est basé sur celui publié par Ravn et ses collégues (Ravn et al., 2001). La souche de C.
violaceum utilisée est le double mutant CV026. Celui-ci a été¢ obtenu par mutagenese
aléatoire et posséde une double insertion du transposon mini-Tn5 dans un gene
homologue de /uxI appelé cvil et dans un locus répresseur putatif (McClean et al., 1997).
Ce mutant ne produit pas 1’auto-inducteur du systeme de QS chez C. violaceum, le N-
hexanoyl-L-homosérine lactone ou HHL. Si cet auto-inducteur est rajouté dans la culture
de CV026, la production de violacéine est restaurée. De plus, les études du Dr. McClean
ont révélé que la violacéine est induite & degrés divers par la présence d’autres AHL de
chaine aliphatique inférieure a huit carbones, tandis qu’elle est inhibée en présence
d’AHL a chaine aliphatique supérieure a dix carbones. C. violaceum peut donc étre utilisé
pour détecter la présence d’AHL dans un échantillon donné.

Des cultures de PA14 et du mutant pgsE sont incubées en milieu TSB, et 25 ml
sont prélevés aux DOggo de 2 et de 4,5. La culture subit un processus de gel-dégel afin de
lyser les cellules et de libérer la fraction intracellulaire. La fraction non polaire

comprenant les AHL intra- et extracellulaires est ensuite récupérée par extraction a
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’acétate d’éthyle (voir section 2.2.2.1 p. 69), concentrée par évaporation puis redissoute
dans 100 pl de solvant. L’échantillon est ensuite posé sur plaque TLC et élué avec un
solvant composé de 50% acétate d’éthyle et de 50% hexane. Une fois la migration
effectuée, la plaque est séchée pour éliminer les résidus de solvant puis recouverte de 20
ml de milieu LB 1% d’agar maintenu & 42°C et contenant 2 ml d’une culture de C,
violaceum CV026. Aprés 24 heures d’incubation a 30°C, la présence d’AHL A courte
chaine carbonée est détectée par la présence de taches violacées sur la plaque
chromatographique. Dans le cas de la détection des AHL a chaine carbonée égale ou
supérieure 4 10 carbones , le protocole reste identique, mais 500 nM d’une solution de
C4-HSL sont rajoutés dans le milieu LB contenant CV026. Aprés incubation, la
violacéine produite recouvre la totalité de la plaque & I’exception des zones contenant une
ou plusieurs AHL a longue chaine carbonée. Afin de séparer davantage les AHL sur la
plaque, un solvant composé de 70% acétate d’éthyle et de 30% hexane est utilisé comme

éluant.

3.2.11 Biologie moléculaire

Les amorces utilisées dans ce chapitre ainsi que les températures d’hybridation
qu’elles requiérent sont reprises dans I’Appendice C. Les amplifications PCR sont
réalisées selon les protocoles réguliers, avec un temps d’élongation de 1 min. pour 1000
paires de bases. La concentration de chacune des amorces utilisées pour 1’amplification
estde 10 pM et la concentration de ANTP est de 10 mM. Du DMSO (10%) est également
ajouté. Dans le cas de produits PCR marqueés a la digoxygénine, les dNTP utilisés sont
ceux provenant du PCR DIG Labeling Mix (Roche 11 585 550 910) contenant de la
digoxygénine-11-dUTP,

Les digestions enzymatiques se font selon les instructions du fournisseur (NEB).

3.2.11.1 Extraction d’ADN plasmidique

Une culture contenant le vecteur d’intérét est cultivée durant la nuit en présence de
Iantibiotique adéquat. Deux millilitres de culture sont centrifugés durant une min. a
16 000 x g. Le surnageant est éliminé et le culot est resuspendu dans 200 pl de tampon P1
(50 mM Tris, 10 mM EDTA, 10 pg/ml RNase A, pH8,0, H,0). Le tampon P2 (200 mM

NaOH, 1% SDS) est ensuite ajouté & raison de 200 pl afin de lyser les cellules. La
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solution est mélangée par inversion jusqu’a ce qu’elle devienne homogene, claire et
visqueuse. Elle est incubée 4 température ambiante durant 2 min. avant d’y ajouter 200 pl
de tampon P3 (3 M acétate de potassium, acide acétique pour un pH de 5,5). La solution
est 3 nouveau mélangée par inversion pour précipiter ’ADN génomique et les débris
cellulaires. Elle est incubée a température ambiante pendant 2-3 min. avant d’étre
centrifugée 10 min. 2 16 000 x g. Le surnageant est récupéré et mélangé avec un volume
égal d’isopropanol. Aprés 2-3 min. d’incubation 4 température ambiante, la solution est
centrifugée durant 30 min. Le culot est lavé avec 500 pl d’éthanol & 70%. Il est ensuite
resuspendu dans de P’eau milli-Q et I’ADN qu’il contient est quantifié au

spectrophotométre (Nanodrop). La solution est conservée & -20°C.

3.2.11.2 Extraction d’ADN génomique

Deux millilitres d’une culture bactérienne sont centrifugés durant 3 min. Le culot
est suspendu dans 200 pl de tampon de lyse (40 mM TRIS, 20 mM acétate de sodium, 1
mM EDTA, 1% SDS) et 66 pl de NaCl 5 M. La solution est centrifugée durant 10 min.
Le surnageant est récupéré et mélangé avec 300 pl chloroforme. Il est centrifugé 3 min. et
point 3.2.11.3.2 p193) et resuspendu dans de I’eau. Pour le SCOTS, les meilleurs
rendements en termes de quantité et de purification ont été obtenus en utilisant le kit

Gentra Puregene (Qiagen) de purification d’ADN génomique.

3.2.11.3 Extraction d’ARN

3.2.11.3.1 Purification des acides nucléiques

Les cultures bactériennes d’intérét sont cultivées jusqu’a I’obtention de la DOsgo
voulue. Les souches utilisées pour le 2D-PAGE sont les souches pgsE et PAl4
(pDN19pgsE). Celles-ci sont cultivées en milieu TSB (3 x 5 ml) jusqu’a apparition de
pyocyanine chez la souche sauvage, qui témoigne de I’action de PqsE dans la cellule,
¢’est-a-dire vers une DOggo de 3. Pour le SCOTS, les souches utilisées sont pgsE™ et

PA14, dans 3 ml de milieu King A a une DOgqo de 3.
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Les cultures sont centrifugées durant 10 min. a 16 000 x 8. Le culot bactérien est
suspendu dans 300 pl de tampon de lyse (40 mM TRIS, 20 mM CH3COONa, 1mM
EDTA, pH 7-7,8, 1% SDS, eau DEPC) et 100 pl de NaCl 5 M. Du phénol (500 ul) est
mélangé 3 la solution puis le tout est centrifugé durant 10 min. L extraction au phénol est
répétée deux fois sur la phase aqueuse. Cette derniére est ensuite récupérée et mélangée
avec 300 ul de chloroforme puis les phases sont séparées par centrifugation durant 3 min.
La phase aqueuse est alors conservée pour I’étape de précipitation. Pour le SCOTS, le
culot est directement suspendu dans 400 pl de Trizol (Invitrogen) et incubé a 65°C
pendant 10 min. Ensuite, 80 pul de chloroforme sont ajoutés. La solution est centrifugée
durant 20 min. 4 15000 x g. La phase aqueuse est alors récupérée pour les étapes

subséquentes de précipitation a 1’éthanol.

3.2.11.3.2  Précipitation des acides nucléiques a Palcool

De ’acétate de sodium 3 M est ajouté au mélange ADN-ARN dans un ratio 1/10.
Du glycogene est ajouté pour une concentration finale de 0,025 pg/ul lors de la
précipitation de petites séquences. La solution est ensuite précipitée avec 2 volumes
d’éthanol 95%, refroidie, puis centrifugée durant 30 min. Dans le cas du SCOTS, la
solution est refroidie 4 -80°C pour minimum 60 min. Le culot est lavé avec 500 pl
d’éthanol 70% et centrifugé & nouveau durant 5 min. a 13 000 rpm. Le surnageant est
€liminé pour laisser le culot sécher durant 30 min. Celui-ci est enfin dissous dans 150 pl
d’eau DEPC. La concentration en acides nucléiques est évaluée par spectrophotométrie
(Nanodrop) (environ 500 ng/pl).

3.2.11.3.3 Traitement a la DNase pour éliminer ’ADN

Environ 5 ug du mélange ADN-ARN est incubé avec 2 ul tampon DNase (TRIS-
HCl 1M pH7,5, MgCl, 100 mM), 2 pl DNase | (Roche 04 716 728 001, 10 unités/pl) et
ajusté a 20 pl avec de I’eau. La solution est incubée a 37°C durant 1 h. L’enzyme est
ensuite inactivée en présence de 1 ul EDTA 25 mM a 70°C durant 10 min. L’ARN est
finalement précipité & I’éthanol (voir la section 3.2.11.3.2 ci-dessus). L’ARN est quantifié

au spectrophotométre (Nanodrop).

193



3.2.11.4 Construction des mutants qscR’

Une séquence du géne gscR située de +140 a +558 en aval du codon d’initiation de
la traduction, a été amplifiée a partir de ’ADN chromosomique de la souche sauvage
PA14 (kit Wizard® SV Genomic DNA de Proméga). Des séquences de reconnaissance
pour les enzymes de restriction HindIIl en amont et EcoRl en aval sont ajoutées aux
amorces. L’amplicon est digéré puis ligué dans le vecteur pNTPS138 digéré au préalable
par ces mémes enzymes, pour former le vecteur pNTPS138gscR. Celui-ci est électroporé
dans E. coli DH5a, et la présence de la séquence de gscR est confirmée par extraction
d’ADN plasmidique et digestion avec les enzymes HindIll et EcoRI. Ce nouveau vecteur
est électroporé chez la souche S17-1 Apir de E. coli (Simon et al., 1983). Il est ensuite
transféré dans les souches de P. aeruginosa par conjugaison bactérienne (Choi et al,

2006) pour générer les mutants gscR” et pgsE” gscR’, résistants a la kanamycine.
3.2.11.5 Construction et utilisation du vecteur mini-CTX-phzA1-lacZ

3.2.11.5.1 Construction du mini-CTX-phzAl-lacZ

Afin d’identifier les facteurs influengant négativement la transcription de 1’opéron
phzAIBICIDIEIFIGI, le promoteur de ’opéron est intégré dans un vecteur appelé
mini-CTX-lacZ. Ce vecteur a été créé pour faciliter 1’intégration de génes a I'intérieur
d’un site spécifique (a#tB) sur le chromosome de P. aeruginosa (Becher & Schweizer,
2000). Outre une origine de réplication fonctionnelle dans E. coli (ori) et un geéne de
résistance a la tétracycline, ce vecteur contient également : (i) le géne int codant pour
I’intégrase fCTX, (ii) le site d’attachement attP qui permettra I’insertion du vecteur dans
le site atzB du chromosome, (iii) des sites reconnus par la recombinase Flp, qui
permettront d’éliminer les séquences non désirées du matériel génétique intégré dans le
chromosome, ainsi que (iv) le géne /acZ dénué de promoteur, en aval d’un site de clonage
multiple. Le miniCTX-/acZ est donc un outil facilitant la construction de rapporteurs
transcriptionnels /acZ insérés sur le chromosome dans un site considéré non-perturbateur
(«silencieux»).

Les amorces utilisées pour amplifier le promoteur des génes phz41-G1 sont les
amorces OppF et OppR (voir Appendice C). Elles amplifient une région de 708 paires de

bases comprise entre les nucléotides 813809 et 813103 du génome de PA14 et incluant la
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région intergénique entre phzM et PhzAl, ainsi que quelques dizaines de nucléotides du
géne phzAl. L’amorce OppF possede également un site de restriction reconnu par
I’enzyme Xhol, I’amorce OppR un site reconnu par ’enzyme Psz. La région amplifiée
est digérée par ces deux enzymes puis liguée dans le vecteur mini-CTX-lacZ également
prédigéré. Le nouveau vecteur mini-CTX-phzAI-lacZ est électroporé chez la souche d’E,
coli DH5a, ol la présence de I’insert est vérifide par digestion enzymatique. Le vecteur
est ensuite extrait puis électroporé chez la souche SM10 Apir, qui sert de souche donneuse
pour la conjugaison avec la souche sauvage PA14 et le mutant pgsE (Choi et al, 2006).
Ce vecteur s’intégre a ’intérieur d’un site spécifique (a#tB) sur le chromosome de P.
aeruginosa (Becher & Schweizer, 2000). Les transformants de PA14 présentent une
résistance 4 la tétracycline (125 mg/l) ainsi qu’une production du composé bleu insoluble
5-bromo-4-chloro indigo en présence de X-gal (due & Pactivation du promoteur phzl
chez la souche sauvage). Ceux obtenus a partir du mutant pgsE” sont également résistants
a la tétracycline et ne présentent qu’une légére pigmentation due a une transcription non-

spécifique du géne /acZ,

3.2.11.5.2 Excision du mini-CTX hors du chromosome et conservation du

rapporteur transcriptionnel phzAl-lacZ

Le vecteur miniCTX-lacZ posséde deux sites FRT, présents de part et d’autre de la
séquence contenant la fusion JacZ et le site attB, que peut reconnaitre la recombinase F Ip.
Le vecteur pFLP2 est un vecteur construit par I’équipe du Dr. Schweizer (Hoang et al.,
1998). 11 contient le geéne fIp codant pour la recombinase, un géne de résistance aux B-
lactames (bla) ainsi qu’un géne codant pour une levansucrase, conférant une sensibilité
au sucrose (sacB). Ce vecteur est électroporé dans les nouvelles souches PA14 (phzAl-
lacZ) et pgsE- (phzAl-lacZ) afin de les rendre sensibles a la tétracycline. La flipase
reconnait les deux sites FRT situés de part et d’autre de la fusion phz/-lacZ dans le
vecteur miniCTX, et excise de cette maniére les séquences non voulues de ce vecteur.
Les colonies obtenues présentant une sensibilité a la tétracycline (perte des séquences du
mini-CTX) ainsi qu’une coloration bleue (pour PA14-phzi-lacZ) ou blanche (pour pgskE”

phzl-lacZ) en présence de X-gal sont retenues. Celles-ci sont incubées dans un milieu LB
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liquide pour quelques heures, puis étalées sur gélose LB sans NaCl contenant 5% de
sucrose afin de sélectionner pour la perte du vecteur pFLP2. Les colonies présentant une
croissance supérieure a la moyenne en présence de sucrose sont alors testées afin de
vérifier leur sensibilité a la carbénicilline (perte du vecteur pFLP2). La bonne localisation
de I’insert dans le génome est confirmée par PCR en utilisant deux amorces (pser-down
(Hoang et al., 2000) et oppR) amplifiant une région comprenant le promoteur phz41 ainsi
que site aztP’’B par lequel s’est faite I’insertion du mini-CTX dans le chromosome de
PA14. L’amplicon obtenu est de 1,4 kpb (700pb du promoteur phzA1, et 700 pb de la

région codant pour le site FRT aprés excision du reste du vecteur et pour le site a#tP’'B).
3.2.11.6 Construction des souches PA14 ::phzA1-lux et pgsE™:phzA1-lux

3.2.11.6.1 Insertion du mini-CTX-phzA1-lux dans le chromosome de PA14 et
de pgsE

Le vecteur pCDS101 est électroporé dans E. coli x7213 en présence de DAP, puis
transféré par conjugaison dans les souches PA14 et pgsE". La conjugaison est réalisée
selon la méthode décrite au chapitre précédent (voir section 2.2.10, p. 72). La sélection
des transconjugants se fait en présence de 75 mg/l de tétracycline et en absence de DAP
pour éliminer E. coli. Les colonies sélectionnées sont donc résistantes a la tétracycline et
expriment les génes Jux, soit de maniére importante pour les souches PA14 mini-CTX-
phzAl-lux, soit trés faiblement pour les souches pgsE mini-CTX-phzA I-lux. La méthode
de discrimination a été validée lors d’un mélange entre les deux souches.

Les deux souches obtenues ont été rendues sensibles a la tétracycline selon le
protocole présenté au point 3.2.11.5.2 p. 195 au moyen du vecteur pFLP2 codant pour
une flipase. Les colonies sélectionnées sont celles qui ont perdu leur résistance a la
tétracycline (perte du reste du vecteur mini-CTX), a la carbénicilline (élimination du
vecteur pFLP2 en présence de 10% de sucrose en milieu LB sans NaCl) et plus (pour
sélectionner les souches PA14 phzA1-lux) ou moins (pour sélectionner les souches pgs&

phzA1-lux) luminescentes.
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3.212 Mutagenéses aléatoires et criblages

3.2121  Criblage au moyen du rapporteur phzA1-laczZ

Une conjugaison entre la souche PYsE" phzAl-lacZ et une souche d’E. coli
contenant le plasmide pMC639 (ISphod/hah (Jacobs ez al., 2003)) est réalisée dans des
conditions identiques a celles présentées au chapitre 2 (voir section 2.2.10, p. 72). La
conjugaison est aliquotée par échantillon de 250 ul et conservée a -80°C.

Les conditions de culture ont été optimisées pour maximiser le contraste blewblanc
entre ces deux souches. Différents paramétres ont été testés - la concentration de X-gal
dans la gélose (10 a 40 mg/l), la température d’incubation (25 a 42°C), le temps
d’incubation, la présence de X-gal dans I’agar ou en surface seulement, I’utilisation de
I’alizarine-gal en remplacement du X-gal (James et al., 2000), I'utilisation d’EPTG
(isopropylthio-B-D-galactoside) pour diminuer la transcription basale de la beta-
galactosidase (Ritz et al., 2000), les milieux King A, King B, TSB et M9.

Pour confirmer la bonne interprétation des résultats, un ratio de 1 bactérie de PAI14
phzAl-lacZ pour 99 bactéries pgsE phzAl-lacZ a été incubé sur gélose solide.
L’identification des souches PA14 fut confirmée en cultivant les colonies sélectionnées et
en observant la production de pyocyanine en culture liquide.

Au final, le criblage a été effectué sur de grandes géloses carrées contenant 200 m|
LB agar avec 75 mg/l tétracycline, 25 mg/1 triclosan, 15 mg/l chloramphénicol et 40 mg/1
X-gal. Un aliquot de 250 pl a été dilué dans 1750 ul de milieu TSB liquide et a été
ensemenceé sur une plaque de gélose pour obtenir environ 1000 colonies par plaque. Les
plaques ont été incubées a 37°C pendant 36 heures puis stockées a4 4°C pour une
quinzaine d’heures. Les colonies les plus bleues ont été sélectionnées puis vérifiées par
analyse de l’activité beta-galactosidase en milieu liquide (voir section 3.2.2 pl186)
(Miller, 1972), puis le site d’insertion du transposon a ¢t¢ déterminé au besoin par

séquencage (voir section 2.2.11 du chapitre 2).

3.2.12.2 Criblage au moyen du rapporteur phzA1-jlux

La conjugaison est réalisée entre les souches de P. aeruginosa décrites au point
précédent et la souche d’E. coli %7213 porteuse du vecteur pIT2 selon les méthodes

habituelles (voir section 2.2.10, p. 72). La biomasse est resuspendue dans 4 ml de milieu

197



LB contenant 15% de glycérol. Des aliquots de 150 pl sont conservés a -80°C. Chaque
aliquot est dilué dans 15 ml de TSB, et 2 ml de cette dilution sont étalés sur chaque
gélose de 20 x 20 cm pour obtenir environ 700 colonies par plaque. Les plaques sont
incubées durant 30 heures 4 37°C puis durant une quinzaine d’heures a température
ambiante. Le criblage a été réalisé par la stagiaire Natacha Saint-Laurent sur environ
400 000 colonies (environ 550 plaques). Les colonies présentant une plus forte luminosité

sont cultivées en milieu liquide afin d’observer la production éventuelle de pyocyanine.
3.2.13 2D-PAGE

3.2.13.1 Fractionnement des ARN en fonction de leur taille

Le protocole publié par Hokii et ses collegues(Hokii et al., 2006) a ét¢ utilisé pour
séparer les ARN en 3 fractions (33%, 41% et 44% isopropanol contenant les ARN
supérieurs 4 500 nt, entre 500 et 100 nt et inférieurs & 100 nt, respectivement). Le culot

d’ARN obtenu est dissous dans 30 pl d’eau DEPC pour chacune des fractions.

3.2.13.2 Gel de polyacrylamide d’électrophorése a deux dimensions

Les gels de polyacrylamide utilisés pour le 2D-PAGE ont une teneur de 12%
d’acrylamide pour la premiére dimension et de 15% pour la seconde. Le tampon de
migration est le TBE 0,3X. La migration s’est réalisée sous un voltage de 70 V pendant
deux heures puis 4 100 V durant une quinzaine d’heures a 4°C. Les échantillons migrent
une premiére fois en conditions natives. La bande de migration est découpée et placée
horizontalement sur le gel de la seconde dimension. La séparation sur la seconde
dimension se fait en conditions dénaturantes en présence de 50% d’urée, avec un voltage
de 90 V pendant deux heures puis de 150 V. L’échantillon chargé sur le gel est composé
de 4 pl de solution d’ARN, 4 pl d’eau DEPC et 4 pl de tampon de charge. L’ARN
présent dans le gel est révélé au SYBRgold (BioRad) durant 40 min.

Par la suite, la seconde dimension a été éliminée, et la premiére a été optimisée.
Plusieurs paramétres ont été étudiés (12% jusque 22% de polyacrylamide avec essais de
gradients de concentration, en conditions dénaturantes ou non, variation de la quantité

d’ARN chargée sur le gel). Les conditions optimales sont atteintes avec 22% de
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polyacrylamide et 50% d’urée. La quantité d’ARN n’influence pas la qualité de migration

et de séparation.

3.2.14 Dot blot

Les échantillons d’ADN a fixer sur la membrane sont préparés dans du TRIS-HCI
10 mM EDTA, 1 mM pH 8,0. L’ADN est obtenu a partir d’amplification PCR de la
séquence a détecter, ou a partir d’ADN complémentaire. L’échantillon d’ADN est
chauffé puis rapidement refroidi afin de séparer les doubles brins (dans le cas du produit
PCR). Deux pl de la solution sont déposés sur une membrane de nylon (Roche). L’ADN
est fixé sur la membrane au transilluminateur UV (GS Gene Linker, Bio-Rad). La
membrane est ensuite lavée deux fois dans une solution de SSPE (150 mM NaCl, 10 mM
NaH,PO,, 10 mM EDTA, pH7,4) 0,5X et SDS 0,1%, puis séchée.

Pour I’hybridation, la membrane est préalablement incubée dans une solution de
préhybridation (SSPE 5X, solution de blocage 1% (Blocking Solution 11 096 176 001 de
Roche), N-Lauryl sarcosine 0,1%, SDS 0,02%), puis mouillée dans une solution de SSPE
5X durant 3 h.

Trente min. avant la fin de I’incubation, 200-500 ng de sonde (produit PCR de
rsmZ, marqué a la digoxygénine selon le protocole de Roche (DIG Luminescent
Detection Kit)) sont dilués pour un ratio de 1:1 avec un tampon de dilution (Roche,
11 175 041 910), bouillis 10 min. et mélangés dans 10 ml de solution de pré-hybridation.
La membrane est alors transférée dans cette solution d’hybridation et incubée a 58°C
pendant 24 h.

Aprés I’hybridation, la membrane est lavée avec du SDS 0,1% et des concentrations
décroissantes de SSPE (5X, 1X, 0,5X), pendant 30 min. Elle est ensuite révélée au
NBT/BCIP selon le protocole de Roche (11 745 832 910).

3.2.15 SCOTS

Le SCOTS (Selective Capture Of Transcribed Sequences) est une méthode
d’hybridation soustractive permettant de comparer I’expression des geénes dans deux
conditions expérimentales différentes (Graham & Clark-Curtiss, 1999). Ici, il est utilisé

pour identifier les ARN présents uniquement en absence de PgsE, c’est-a-dire présents

199



chez le mutant pgsE™ et absents chez la souche sauvage PA14. Parmi ces ARN, ceux dont
la séquence se situe sur des régions intergéniques, et qui sont donc non codants, seront

étudiés en priorité. La Figure 3-11 représente la méthode SCOTS.

\ e

ADNc enrichi de pgsE-

(2)

ADNc enrichi de PA14

Amplification
avec les amorces
spécifiques au

cDNA de pgsE-
ADN genomique "
Biotinyle - « (5
+ ADN ribosomal —
(1)

Figure 3-11. Schématisation globale de la méthode SCOTS.

(1) L’ADN génomique de PA 14 est biotinylé, et hybridé avec un excés d’ADN ribosomal afin d’empécher
la future hybridation d’ADNCc ribosomal présent en excés. (2) L’ARN des deux conditions expérimentales
étudides (dans ce cas, I’ARN de la souche sauvage PA14 et du mutant pgsE") est extrait, transcrit en ADNc
puis hybridé sur I’ADN génomique et ribosomal biotinylé afin d’enrichir les ARN moins abondants.
L’ADNCc qui s’est hybridé est récupéré et est enrichi par PCR (3) L’ ADNCc enrichi de PA 14 est 4 nouveau
hybridé sur ’ADN génomique et ribosomal biotinyl€. (4) L’ADNc enrichi de pgsE est ajouté par la suite,
et viendra s’hybrider sur les séquences qui ne sont pas représentées dans I' ADNc de PA14. (5) Celles-ci
sont récupérées et enrichies par PCR, puis séquencées afin d’étre identifiées.

3.2.15.1 Isolement des acides nucléiques (étapes 1 et 2)

3.2.15.1.1 Extraction d’ADN génomique (étape 1)

L’ADN génomique de PA 14 est nécessaire pour enrichir ’ADNc des deux souches
4 comparer (étape (2) de la Figure 3-11) et pour permettre I’hybridation soustractive
(étapes (3) et (4) de la Figure 3-11). Le protocole d’extraction est présenté au point
3.2.11.2 p. 192. L’ADN génomique obtenu est aliquoté par 10 pl a une concentration de
300 ng/ul, concentration requise pour les étapes d’hybridation avec I’ADNc. Environ 3-4

ug d’ADN génomique sont requis pour la totalité de la méthode, c’est-a-dire 10 aliquots.
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3.2.15.1.2  Préparation de I’ADN ribosomal (étape 1)

L’ADN ribosomal sert 4 « bloquer » les séquences d’ADN ribosomal sur I’ADN
génomique de PA14. Cette étape est nécessaire, car plus de 82% de I’ARN récupéré est
d’origine ribosomale (Neidhardt & Umbarger, 1996). P. aeruginosa posséde cinq opérons
codant pour des ARN ribosomaux (www.Pseudomonas.com). Ceux-ci sont amplifiés par
PCR (positions 733095 a 738251, 4952020 4 4957169, 5536028 & 5541183 et 631 12498
4 63117654 sur le génome de PA14) au moyen des amorces VDriboR et VDriboF (voir
Appendice C). Les amplicons sont clonés dans le vecteur pGEM-t-easy (Fisher) et le
produit de ligation est transformé dans E. coli DHSa pour y étre répliqué. Une extraction
plasmidique est réalisée sur les colonies résistantes 3 ’ampicilline (100 mg/l) et de
couleur blanche en présence de X-gal (40 mg/1). La présence des inserts est confirmée par
digestion enzymatique. Environ 150 pg d’ADN ribosomal sont nécessaires pour

I’ensemble de la méthode. L’ ADN ribosomal est stocké a une concentration de 1,5 pg/ul.
3.2.15.1.3 Production d’ADN complémentaire (étape 2)

3.2.15.1.3.1Extraction de I’ARN

Le protocole d’extraction de I’ARN est présenté au point 3.2.11.3 pl92.

L’extraction se fait en cing réplicats, pour chacune des deux conditions suivies.

3.2.15.1.3.2 Transcription inverse : production d’ADN complémentaire

Environ 1 pg d’ARN est incubé avec 200 ng d’amorce aléatoire (VDaleatoireN
pour générer ’ADNc de pgsE et VDaleatoirePA14 pour générer celui de PA14 (voir
Appendice C) et 200 unités de la transcriptase inverse Superscript II selon le protocole
proposé par Invitrogen (Cat. 18064-022). Les amorces utilisées pour la transcription
inverse possédent une étiquette spécifique a chaque condition (une étiquette différente
pour ’ADNc de pgsE et de PA14), nécessaire pour amplifier ’ADN complémentaire par
la suite. La synthése du second brin se fait en présence de 10 mM de dNTP, le tampon
Klenow (New England Biolabs) et 5 unités de Klenow (NEB, produit M0210L), durant
30 min. a 37°C.
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3.2.15.1.3.3 Enrichissement de '’ADNc par PCR

L’ADN complémentaire obtenu est amplifié par PCR. Les amorces utilisées
possédent la séquence complémentaire a celle codée sur les étiquettes des amorces pour
la transcription inverse. Dans le cas du SCOTS, I’ADNc de pgsE ™ est amplifié au moyen
des amorces VDscotsN, tandis que celui de PA14 nécessite les amorces VDscotsPA14
(voir Appendice C). Le produit est précipité 4 1’éthanol en présence de glycogeéne puis
resuspendu dans 12 pl de tampon d’hybridation (SSPE 5X, N-lauryl sarcosine 0,1%, SDS
0,02%). L’ADN complémentaire purifié est alors quantifié au spectrophotométre, puis
dilué pour obtenir une concentration de 125 ng/pl. Des aliquots de 4 ul (500 ng) sont
alors stockés a -80°C. Cinq aliquots, soit 2,5 pg ADNCc, sont nécessaires par condition

expérimentale.

3.2.15.2 Biotinylation de ’'ADN génomique (étape 1)

L’ADN génomique de PA14 doit étre biotinylé afin de récupérer les séquences qui
s’hybrideront sur celui-ci lors des étapes d’enrichissement des ADNc et d’hybridation
soustractive (étapes (2), (3) et (4) de la Figure 3-11). La méthode est décrite en détail
(Daigle et al., 2002). En bref, de I’acétate de photobiotine (Sigma A1935) est incubé avec
I’ADN génomique. La biotine est activée a la lumiére en exposant le tube a une source
lumineuse de 200W durant deux fois 30 min. Exactement 3 pg d’ADN génomique (un
aliquot de 10 pl a 300 ng/pl) doit étre biotinylé pour chaque condition expérimentale. La

biotine non fixée est éliminée par quatre extractions a I’isobutanol saturé en eau.

3.2.15.3 Hybridation de 'ADN ribosomal avec I’ADN génomique (étape 1)

L’ADN ribosomal est ajouté 3 I’ADN génomique biotinylé (Daigle et al., 2002) a
raison de 50 pg pour 3 pg d’ADN génomique. La solution est ajustée a 500 pl avec de
’eau stérile. Elle est ensuite soniquée a une amplitude de 30% durant 30 sec. au moyen
du sonicateur (Sonics and Materials, Vibra Cell) pour obtenir des fragments de 1 a 5 kb.
L’échantillon est finalement aliquoté en 10 tubes égaux de 0,3 pg d’ADN génomique
biotinylé et 5 pg d’ADN ribosomal. Ceux-ci sont précipités a I’éthanol et conservés a -
80°C. Lors de leur utilisation, ils sont redissous chacun dans 4 pul de tampon
d’hybridation (voir point 3.2.15.1.3.3 p. 202).
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3.2.15.4 Hybridation, normalisation et capture des ADNc (étape 3)

Cette étape sert a diminuer la trés forte proportion d’ADNCc ribosomal présent dans
I’échantillon d’ADN complémentaire et 3 augmenter la proportion de séquences a plus
faible nombre de copies.

Pour diminuer la proportion d’ADN¢ ribosomal par rapport au reste de I’ADN, les
régions de I’ADN génomique codant pour ’ARN ribosomal doivent étre « bloquées »,
c’est-a-dire hybridées au préalable avec de I' ADN ribosomal. Ainsi, lorsque 1’ADNCc sera
incubé avec I’ADN génomique, 'ADNc issu de ’ARN ribosomal ne pourra plus
s’hybrider avec lui et ne sera donc pas capturé.

L’échantillon contenant I’ADN génomique et ribosomal est bouilli pendant 3 min.,
ajusté avec du NaCl pour obtenir une concentration finale de 0,2 M et incubé a 67°C
durant 30 min. Les échantillons d’ADNc de PA14 et de pgsE subissent les mémes
conditions afin de favoriser Iauto-hybridation entre les ADNc abondants. Chaque
€chantillon d’ADNCc est mélangé avec un échantillon d’ADN génomique et ribosomal, et
incubé a 67°C durant 18 424 h pour permettre I’hybridation ADNc-ADN génomique. I1
est ajusté ensuite avec de 1’eau pour un obtenir volume de 500 pl.

Toutes les séquences qui se sont hybridées sur I’ADN génomique biotinylé sont
capturées en présence de billes de streptavidine (Dynabeads M-280, Dynal, Lake
Success, NY) selon le protocole du fournisseur. Les billes sont lavées trois fois puis
resuspendues dans 500 pl de tampon de lavage et de liaison (10 mM Tris-HCI pH7,5, 1
mM EDTA, 2 M NaCl) 2X.

L’ADN hybridé et les billes de streptavidine sont mélangés et incubés durant 10
min. & 37°C en agitant fréquemment. L’ADN complexé aux billes est récupéré par
magnétisme. Le culot de billes et d’ADN est lavé trois fois 15 min. en présence du
tampon de lavage (acide malique 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5, 0,3% Tween 20).
L’ADN est ensuite élué en présence de 100 pl NaOH 0,4 N durant 10 min. a 37°C.
L’ADN obtenu est précipité a 1’éthanol (voir section 3.2.11.3.2 p. 193) et dissous dans
40 pul de tampon TE. L’ADNc récupéré est spécifiquement amplifié au moyen des
amorces VDscotsN et VDscotsPA14 pour I’ADNc de PqsE et de PA14, respectivement,
en présence d’1 pl d’ADN dans une réaction de 10 ul. L’hybridation se fait ainsi pour les

5 échantillons d’ADNc de pgsE et de PA14, soit 10 hybridations paralléles. Elles sont
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ensuite regroupées. Un minimum de 20 pl est conservé a -80°C, tandis que le reste est
précipité 4 I’éthanol, resuspendu dans 6 pl de tampon d’hybridation, quantifi¢ au
spectrophotométre et dilué pour obtenir une concentration de 125 ng/pl. Pour la seconde
ronde d’hybridation, 500 ng sont utilisés. Trois rondes sont ainsi effectuées pour I’ADNc

de chacune des deux souches.

3.2.15.5 Enrichissement : sélection des ADNc présents uniquement chez
la souche pqsE’ (étape 4).

Cette étape sert & hybrider PADNc enrichi de pgsE” sur PADN génomique,
« bloqué » au préalable par I’ADN ribosomal mais également par I’ADNc de PA14. Cette
étape permet d’identifier les ADNc exprimés uniquement dans pgsE". L’hybridation se
déroule de maniére similaire 4 précédemment (voir section 3.2.15.4 p. 203), mais I’ADNc
de PA14 obtenu apreés les trois rondes SCOTS est ajouté dans le tube contentant I’ADN
génomique et ribosomal. Trois rondes consécutives sont ainsi réalisées afin d’enrichir les
ADNCc spécifiques & pgsE. Les fragments obtenus sont alors séquencés par Génome

Québec afin d’en connaitre I’identité.

3.3 Reésultats

Pour rappel, I’objectif majeur de ce projet est d’identifier la fonction de PqsE. La
méthode privilégiée est I’identification du substrat naturel de PgsE. Dans ce but, trois
objectifs spécifiques doivent étre réalisés : (i) la caractérisation de I’activité enzymatique
de PgsE, (ii) 1’approfondissement des phénotypes qu’il influence et (iii) 'identification
proprement dite de son substrat. Le premier point de la section résultat est donc dedi¢ a
I’étude de la structure primaire et secondaire de PqsE ainsi qu’a I’identification de la

famille enzymatique a laquelle elle pourrait appartenir.
3.3.1 PqgsE et les métallo-beta-lactamases

3.3.1.1 Homologies de séquence protéique avec PqsE

Grace au séquencage complet de plusieurs souches de P. aeruginosa, dont en
premier la souche PAOI1 réalisé en 2000 (Stover et al, 2000), les séquences

nucléotidique et peptidique de PgsE sont accessibles (www.pseudomonas.com). Elles ont
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été utilisées dans le but d’orienter mes recherches sur la fonction de PgsE en comparant
sa séquence avec les banques de séquences protéiques disponibles.

Le géne pgsE est situé en derniére position au sein d’un opéron polycistronique de 5
genes. Il est composé de 905 paires de bases, générant une protéine hypothétique de 301
acides aminés. La séquence peptidique de PqsE a été soumise a une recherche
d’homologie dans les banques de données et plusieurs similarités ont pu étre mises en

évidence (Figure 3-12).
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Figure 3-12. Alignement protéine-protéine de la séquence de PqsE par BLAST protéine-protéine
(blastp) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTY).

La protéine hypothétique PqsE posséde 94,2% d’alignement avec la séquence
consensus du domaine conservé pfam00753 caractéristique des B-lactamases de classe B
ou métallo-B-lactamases (Finn et al., 2010). Les métallo-B-lactamases font partie de la
famille des B-lactamases, elle-méme incluse dans la famille des hydrolases dépendantes
du zinc. Ce domaine pfam00753 s’étend du 13° au 221° acide aminé (190 résidus) de la
protéine. Sur ces 190 résidus, prés de 178 se retrouvent donc chez PgsE.

Dans cette méme région, PqsE présente 68,7% d’alignement avec la séquence
consensus d'un autre domaine, le domaine COG0491 fortement conservé chez certaines
hydrolases dépendantes du zinc, et s’étendant sur prés de 252 acides aminés (Tatusov et
al., 2000). PgsE posséde donc prés de 173 acides aminés en commun avec la séquence

consensus de ce domaine.

3.3.1.2 PqsE posséde des homologues chez le genre bactérien
Burkholderia

Les résultats obtenus par BLAST nous apprennent que, outre les domaines

conservés qu’elle posséde, PqsE présente un bonne homologie avec une métallo-f-
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lactamase hypothétique retrouvée chez de nombreuses souches des especes Burkholderia
pseudomallei (31% d’identité, 47% d’homologie), B. thailandensis (31% d’identité, 50%
d’homologie) et B. ambifaria (32% d’identité, 47% d’homologie).

Un alignement de séquences a été réalisé avec PqsE de P. aeruginosa et les
protéines qui lui sont homologues dans B. pseudomallei, B. thailandensis et B. ambifaria
afin d’en localiser les régions conservées au moyen du logiciel ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Bien que la protéine PqsE de P. aeruginosa soit celle
qui se différencie le plus parmi les quatre séquences, on peut remarquer que les résidus
d’acides aminés les plus conservés chez les différentes espéces se situent principalement
dans les motifs caractéristiques des hydrolases dépendantes du zinc, dont les résidus
essentiels a leur fonction sont encadrés dans la Figure 3-13, appuyant ainsi I’hypothése

que PqsE appartient a ce groupe d’enzymes.

206



burkP. 00000 ——memeeee o HOHGTPGRIDSRLAIVGTADVPLYVIVN—DEAATLVEGGLSGH'I‘ELVI-I 47
hurkT. MRM.SKI.KEPNDHQHGTPGRIDSRLAIVGTADVPLWIVH—DEAA’I'LVE GGLSGMTELVW 59
burka. —HGLCALSELNDHLHASPGUIDQRLALVGTADVPLWIW—DEAATLIE GGLSGMTELVW 58
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burkpP. LLGTLAPRMP WLHIVGSAATADAL QSPSAC 107
burkT. SLLGTLAPRMPULHIVGSAATADAL QSPSAC 119
burkh., SLIMTLKSRMPWLHVS GSPDAFDAFQSPSAC 117
RYSE GLLPYLCPRLPNVQVLASERTCQAWKSESAV 106
g *% * JHe 12 B s ¥ sk *X
burkpP. RTIRALDAQACAAVE PYAAA --AEL SDIPLYPLNPGRSLD IGEGMRMRALALP ACLL 165
burkT. RTIRALDAQACAAVE PYAAA --AEL SDIPLYPLNP GRSLD IGEGMRMRALALP ACLL 177
burka. RTIRQ LDAQASRSUD PAVGYDFTEL SDLPFYPVNPDTQLD IGDGMQIRTIALP CQF 177
BYSE RWERLNROLLRAEORLPEA—«CMIDALPVRAVADGEIJLELGPRHRLIJV]E DHV 164
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burkpP, GYHCPOQLDLL GEYHAPT-QWLPLVFQDLAAYRLS LDATERQ-HASRITAL I 223
burkT. GYHCPQLDLL GEYHAPT-QULPLVFQDLAAYRLS LDATERQ-HASRTAL GI 235
burkA. GYYCPQLDI GEFQGAT-SWLPLVFQDLFAYRHTLDVIE QL-QAPRLAL GI 235
RYsE Y FYDVRRRRLFC GEFDEAEGVURPLY FDDMEAYLES LERLQRLPTLLQLIP L 224
2 3 * - FORERI ;R KL o xky oo R *:
hurkp. VGGGI ARHAVRHARD GLAARDDEARAARGD ANATRALARQUTERYAARS ANVVPRALHLK 283
burkT. VGGGIARHAVRHARDGLAARDDEARAARGDANATRALAROBTI‘ERYAARSANVVPRALHLK 295
hurka. LTGELARSAVRHARTCLDAREADARAVRGNATA’IHELAHOWARYAARSERWPHFLHLK 295
pgskE LRGRLAADGAESAY‘I‘ECLRLCRRLLUROSHGESLDELSEELMUGGQSVDFLPGELHLG 284
s X R * . 3 Ne o . [ - X EX
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burkT. SMERMIDLFQRAA---- 308
burka. SMMHMIDLFHRAE---- 308
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Figure 3-13. Alignement de séquences entre PqsE et les génes retrouvés dans les
espéces Burkholderia ayant le plus d’homologie avec PgsE
(http://www.ebi.ac.uk/clustalwy).

burkP. = B. pseudomallei; burkT. =B. thailandensis; burkA. = B. ambifaria. En gras : motifs conservés
dans la superfamille des hydrolases dépendantes du zinc selon Daiyasu et al. (Daiyasu et al., 2001).
Encadré : résidus essentiels pour la liaison avec le métal (zinc ou fer principalement) (Daiyasu ef al., 2001).
Etoiles blanches sur fond noir : résidus d’acides aminés qui pourraient avoir un réle dans I’activité
enzymatique de PqsE (car ils contiennent les résidus nécessaires 3 la fixation du métal, ils sont situés dans
les segments conservés typiques des hydrolases dépendantes du zinc et ils sont conservés dans les quatre
séquences alignées ci-dessus).

3.3.1.3 PgsE n’est pas une beta-lactamase

Pour vérifier I’appartenance de PgsE a I’une des sous-familles des hydrolases
dépendantes du zinc, plusieurs tests ont été réalisés. Il est aisé de déterminer si la fonction
de PqsE est liée a I’hydrolyse des noyaux beta-lactame. Si tel est le cas, P. aeruginosa
devrait présenter une résistance aux antibiotiques de la classe des beta-lactames

supérieure a celle d’un mutant pgsE. Des tests en milieu solide ont 6té réalisés en
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présence de différentes concentrations de carbénicilline et d’ampicilline, deux beta-
lactames, mais aucune différence de sensibilité n’a été observée entre le mutant pgsE™ et
la souche sauvage PA14. Ceci suggére que PqsE ne confére pas de résistance a cette
classe d’antibiotiques.

Le captopril est un inhibiteur de plusieurs zinc-métalloprotéases. Il est utilisé en
médecine entre autres pour empécher la production d’angiotensine et diminuer
I’hypertension artérielle (Baudin, 2002), et certains chercheurs ont testé son efficacité
pour inhiber les zinc-métalloprotéases impliquées dans la synthése des toxines lices au
botulisme et au tétanos (de Paiva et al., 1993). PgsE pourrait-il avoir des homologies avec
les cibles du captopril ? La souche sauvage PA14 a été cultivée en présence de différentes
concentrations de cet inhibiteur (3 a 7,5 mM), et la production de pyocyanine, témoignant
de I’activité de PgsE, a été quantifiée. A la concentration a laquelle la croissance n’est pas
affectée, c’est-a-dire 4 3 mM, aucune différence n’a été mise en évidence dans cette

souche en présence de captopril (Figure 3-14).
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Figure 3-14. Production de pyocyanine en présence de 3 mM captopril dans PA14.
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3.3.1.4 PgsE n’est pas une glyoxalase I
Le méthylglyoxal est un produit de Ila glycolyse (via le phosphate

dihydroxyacétone), du métabolisme des acides gras (via I’acétone) et de celui des
protéines (via I’aminoacétone). Il fait ¢galement partie des constituants bactéricides
contenus dans le miel d’abeille (Kwakman et al., 2010). Ce composé est fortement
toxique, probablement dii 4 son interaction avec les protéines (Kalapos, 1999). Il existe
plusieurs voies enzymatiques capables de dégrader le méthylglyoxal. La voie la plus
commune dépend des enzymes glyoxalases. Les glyoxalases I convertissent le
méthylglyoxal en S-lactoyl glutathione en présence de glutathione. Le S-lactoyl
glutathione posséde également des effets cytotoxiques en inhibant la synthése d’ADN
(Thornalley, 1993). Les glyoxalases II sont responsables de le transformer en D-lactate
(Sukdeo & Honek, 2008). Elles font partie de la superfamille des métallo-beta-lactamases
(Daiyasu et al., 2001). Afin de vérifier si PgsE posséde une fonction de glyoxalase, jai
comparé la sensibilité du mutant pgsE avec celle de la souche sauvage en présence de
méthylglyoxal. En présence de 0,5 mM de méthylglyoxal, j’ai observé une diminution de
la croissance similaire dans les deux conditions, ce qui montre que PqsE ne détoxifie pas

le méthylglyoxal.

3.3.1.5 PqsE n’est pas une aryl-sulfatase

Robetta est un logiciel de prédiction de  structure protéique
(http://robetta.bakerlab.org/). Il combine des méthodes de prédiction de structure & partir
des domaines conservés de la protéine d’intérét avec des méthodes de prédiction basées
sur la structure de protéines homologues (Chivian ef al., 2003). La séquence protéique de
PgsE a été soumise a ce logiciel, et I"homologie de structure la plus importante s’est faite
avec SdsAl, une aryl-sulfatase nécessaire pour utiliser les sulfates primaires tels que le
SDS comme source de carbone ou de soufre (Hagelueken er al., 2006).

Les aryl-sulfatases sont inhibées par I’acide 1-décane sulfonique (1-DSASS).
Différentes concentrations de cet inhibiteur allant de S0 & 450 uM ont été données a la
souche sauvage PA14 afin de vérifier si celuj-ci bloquait PgsE et générait un phénotype

semblable a celui de ce mutant. La production de pyocyanine a permis de suivre
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indirectement 1’inhibition éventuelle de PgsE. Celle-ci n’a été affectée avec aucune des

concentrations de 1-DSASS testées, ce qui suggére que PgsE n’est pas une aryl-sulfatase.

3.3.1.6 Homologies avec les RNases

Le logiciel BLOCKS (http://blocks.fhcrc.org/) est un logiciel qui permet de
comparer une séquence protéique  une base de données de « blocs » protéiques, c’est-a-
dire de régions ou de domaines hautement conservés retrouvés dans les protéines. La
séquence de PqsE a été soumise a ce logiciel. Une forte homologie a été détectée avec
’un des 3 «blocs » protéiques conservés dans la famille des métallo-beta-lactamases
métabolisant ’ARN (Figure 3-15). La troisi¢éme meilleure homologie se fait également

avec une enzyme dont le substrat est nucléotidique.

Query=Unknown Unknown

Size=301 Amino Acids

Blocks Searched=27288

Alignments Done= 8924687

Cutoff cambined expected value for hits= 1
Cutoff block expected value for repeats/other= 1

Combined
Fawily Strand Blocks E-value
IPB011108 RNA-metebolising metallo-beta-lacta 1 10f 3 0.0001
IPB0O01018 Beta-lactamase, class B 1 1 0f 2 0.00012

IPBO00396 3'S'-cyclic nucleotide class II pho 1 1 095 0.0098%

>IPB011108 1/3 blocks Combined E-value= 0.0001: RNA-metebolising metallo-beta-lacteamase
Block Frame Location (aa) Block E-value

IPBO11108B O 62-80 0.0001

Other reported alignments:

|--- 448 amino acids-—-|

IPED11108 Al...ccevernencnacons Boeoacecccsnssanans o e E e sdie s e s s oY C
Unknown :::B
IPBO1110BB <=->B (19,925):61
QBILB3|QB8ILB3 PLAF75%6 VDLCLITHFHRDHSGALPY
| e e et
Unknown 62 VHYULITHkHYDHCGLLPY

Figure 3-15. Alignement de séquence des domaines conservés de PgsE et d'une métallo-beta-
lactamase impliquée dans le métabolisme de I'ARN (http://blocks.fhere.org/).

Le bloc protéique présentant beaucoup de similarité avec PqsE se situe dans le
domaine HxHxDH de PqsE typique de toutes les hydrolases. Bien que ces 4 résidus
conservés fassent partie des homologies observées, ce sont surtout les résidus un peu en

amont et juste en aval de ce domaine qui présentent le plus d’identité avec PqsE.
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3.3.1.7 Le substrat naturel de PqsE ne serait pas une molécule
extracellulaire

La plupart des protéines de la famille des métallo-beta-lactamases agissent sur de
petites molécules hydrolysables. Dans I’hypothése ou le substrat ou le produit de PqsE est
une petite molécule extracellulaire, il devrait étre possible de complémenter un mutant
PgsE lors d’une co-culture avec P. aeruginosa. Pour vérifier s’il y a complémentation ou
non, il me faut suivre un paramétre totalement dépendant de PgsE et de sa fonction, et
vérifier si celui-ci peut étre induit chez le mutant PgsE". La production de pyocyanine
étant totalement dépendante de PqsE, ce sera elle qui sera suivie. La co-culture doit se
faire avec un mutant ne produisant pas de pyocyanine (mais dans lequel le processus de
régulation de cette derniére reste intact) afin de garantir que toute pyocyanine observée
soit produite par le mutant pgsE". Le mutant phzCI'C2’, ne produisant aucune phénazine
(Figure 3-1 p.161), a donc été sélectionné pour I’expérience.

La production de la pyocyanine a été suivie dans une co-culture contenant le double
mutant phzC1"C2" et le mutant pgsE". Ces deux mutants, lorsqu’ils sont étudiés en culture
pure, sont incapables de produire de la pyocyanine. Lorsqu’ils sont cultivés ensemble, le
mutant pgsE™ devrait étre exposé au substrat hypothétique de PqsE, et si ce dernier est
extracellulaire, il pourra étre transformé par la protéine PqsE présente dans le double
mutant phzC1'C2". Ce nouveau produit pourra ensuite étre récupéré par le mutant pgsk,
qui pourra alors produire la pyocyanine en activant les génes phzAIBICIDIEIFIGI et
PphzA2B2C2D2E2F2G?2 chez ce demier.

La co-culture entre pgsE et phzC1'C2 n’a Jamais produit de pyocyanine (Figure

3-16), ce qui suggére que le substrat de PgsE n’est pas une molécule extracellulaire.
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Figure 3-16. Production de pyocyanine dans une co-culture des mutants phzCI'C2" et pqsE’.

Au terme de cette premiére section de résultats, il s’avére que la protéine PqsE
appartient 4 la famille des hydrolases dépendantes du zinc. Toutefois, elle ne partage de
propriétés enzymatiques avec aucune sous-famille testée ici, telles que les B-lactamases,
les aryl-sulfatases ou les glyoxalases de type 1I. Plus complexe encore, bien que les
hydrolases agissent sur des substrats généralement petits et diffusables, et donc
extracellulaires, les résultats présentés ici suggérent que le substrat de PqsE pourrait étre
intracellulaire. Ceci est appuyé par le fait qu’aucune complémentation n’a été réalisée
chez le mutant pgsE en co-culture. Il faudrait donc approfondir les connaissances sur le
role de PgsE dans le métabolisme cellulaire afin de faciliter la caractérisation de son

activité enzymatique et de son substrat.

3.3.2 Parameétres phénotypiques dépendant de la présence ou de
'absence de PgskE

Afin de comprendre le role de PqsE, il faut identifier les parametres qu’il controle,
et I’effet de sa présence chez P. aeruginosa. Tel que présenté dans la section
d’introduction de ce chapitre, un mutant pgsE™ présente trois phénotypes fort marqués : (i)
la diminution de nombreux génes de défense contre le stress oxydatif, (if) la diminution
de I’expression de nombreux génes et de facteurs de virulence contrélés par le QS, et plus
particuliérement (iii) ’absence de production de la pyocyanine. Quel est le lien unissant

ces trois phénotypes ? L’un pourrait-il induire I’apparition d’un autre ? Sont-ils des cibles
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directes ou indirectes de PqsE ? La section prochaine regroupe les expériences qui ont été

nécessaires pour répondre a ces questions.

3.3.2.1 La diminution du stress oxydatif est liée a I'absence de pyocyanine
chez le mutant pqsE’

3.3.2.1.1 La diminution de transcription des génes liés au stress oxydatif est

due a I’absence de stress et non a une répression spécifique de ces

geénes

Puisque les génes de résistance au stress oxydatif sont peu transcrits chez le mutant

PgsE, cela signifie-t-il que ce mutant est moins armé pour faire face a ce stress, et y serait
donc plus sensible ? Pour le vérifier, les résistances du mutant pgsE et de la souche
sauvage PA14 au paraquat ou au peroxyde d’hydrogéne ont été comparées. La résistance
présentée par les deux souches est trés semblable (Figure 3-17). Cela signifie que les
génes de résistance au stress oxydatif ne sont pas réprimés en absence de PgsE mais
seulement sous-exprimés. PqsE n’interviendrait donc pas directement sur la transcription
des génes de résistance au stress oxydatif, mais induirait indirectement un stress oxydatif

qui activerait celle-ci.
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Figure 3-17. Test de résistance au stress oxydatif chez PA14 et chez le mutant pgsE™.
Disque imbibé de paraquat ImM (P) ou de peroxyde d’hydrogéne 3% (H) sur un tapis bactérien de PA14
ou du mutant pgsE".

3.3.2.1.2  La pyocyanine complémente partiellement un mutant pqsk

Une hypothése proposée est que PqsE influence la production de pyocyanine, qui
elle-méme induit les autres effets attribués a PqsE. Ceci est appuyé par le fait que la
pyocyanine génére un stress oxydatif (Hassett et al., 1992) et qu’elle pourrait également
agir comme molécule-signal (Dietrich et al., 2006). Pour vérifier cette hypothése, de la
pyocyanine a été ajoutée dans une culture du mutant pgsE”, afin de déterminer si celle-ci
complémentait la mutation. La transcription des genes phzAI-Gl, mexGHI-opmD,
hcnABC et rhiAB, tous connus pour étre dépendants de PqsE (Déziel et al., 2005), a été
suivie en présence ou en absence de pyocyanine. L’ajout de pyocyanine a induit une
augmentation de la transcription des génes phz et mexG mais n’a eu aucun effet sur les

deux autres opérons étudiés.
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rapporteurs transcriptionnels dans PA14 et chez

-18. Suivi de Ia transcription de plusieurs
e mutant pgsE” avec ou sans ajout de

Figure 3

pyocyanine (20 mg/l) ou de paraquat (100 mM).

-lacZ (pME3826) ; (C) rhid-lacZ (pECP60) : (D) mexG-lacZ

(A) phzAl-lacZ (pMW303) ; (B) hcna

(pEDI).
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Si le seul role de PqsE était d’activer la production de pyocyanine, un mutant pgsE”
devrait avoir un phénotype identique & celui d’un mutant des génes de biosynthese de
cette phénazine. Pour vérifier cette hypothése, la transcription des génes mexGHI et
henABC a été suivie dans le double mutant phzCI'C2’, bloqué dans la biosynthése des
phénazines. Alors que mexG-lacZ (Figure 3-19A) est diminué significativement dans ce
double mutant comme chez le mutant pgsE’, la transcription de hcnd ne semble pas
affectée (Figure 3-19B), ce qui supporte les résultats obtenus lors d’un ajout exogéne de
pyocyanine (

Figure 3-18). Des résultats similaires & ceux pour hcnd ont été obtenus avec rhid-
lacZ, dont la transcription n’est pas affectée dans le double mutant. Ces résultats
confirment que le mutant pgsE™ ne présente pas les mémes phénotypes qu’un mutant
bloqué dans la biosynthése des phénazines, au moins pour la transcription des génes rhl4
et henABC.

. _ | .
" 250 { —e—PA14-mexGlacZ | m 250 - +P'::\1ééhﬁnA'lAachZ] \
@ —&— phzCC-mexGlacZ | 9 8- phzCC-henAlac
= P =
2 200 - 2 200
& | |8
3 BE:
§ = 150 g - 150
8= o2
&= 100 $= 100 |
B 3
3 2
2 s50- 2 80
- |3 |

0 - | 0+ - T -

0 2 4 6 0 2 4 6 8
Croissance (DOgg) Croissance (DOgqo)

Figure 3-19. Transcription des génes (A) mexG-lacZ (pED1) et (B) hcnA-lacZ (pME3826) dans le
double mutant phzCI'C2'.
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3.3.2.1.3 La pyocyanine est responsable du stress oxydatif induit par PqsE

Est-ce la pyocyanine qui influence la transcription des génes phz et mexGHI, ou est-
ce le stress oxydatif qu’elle génére qui en est responsable ? Pour le savoir, le mutant
PasE a été exposé a du paraquat, un compos¢ générant un stress oxydatif par la
production d’anion superoxyde. Tel que montré a la

Figure 3-18, le paraquat posséde la méme influence que la pyocyanine sur trois des
quatre groupes de génes testés. La seule différence entre ces deux molécules est que la
pyocyanine a induit la transcription des génes de sa propre biosynthése alors que le
paraquat n’a eu aucun effet. Autrement dit, I’impact de la pyocyanine se résume par
Pinduction du stress oxydatif qu’elle génére et par l’auto-induction de sa propre
biosynthése.

11 existe trois types de stress oxydatifs : celui induit par I’anion superoxyde (généré
par exemple par le paraquat), celui induit par le peroxyde d’hydrogéne et celui induit par
les hydroperoxydes organiques. La pyocyanine génére-t-elle seulement le stress induit par
’anion superoxyde, ou est-ce un stress oxydatif plus généralisé ? Pour le vérifier, la
transcription de mexG a été suivie en présence de tous les types de stress oxydatifs
connus et en présence de pyocyanine. La Figure 3-20 montre que seuls la pyocyanine et
le paraquat ont induit la transcription de mexG chez le mutant PgsE-. Cet effet n’est pas
visible chez la souche sauvage, probablement parce que la transcription de mexG est déja
maximale dans cette souche. Quant au H,0, et aux hydroperoxydes organiques appelés
BHP (tert-butyl-hydroperoxyde) et CHP (cumene hydroperoxyde), aucun n’a activé sa
transcription. La pyocyanine génére donc un stress similaire a celui induit par le paraquat

mais différent de celui induit par les autres composés testés.
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Figure 3-20. Activation du rapporteur transcriptionnel mexG-lacZ (pED1) en présence de différents
inducteurs de stress oxydatif. L’échantillonnage a eu lieu 3 une DOgy = 4.

Les concentrations en pyocyanine, en paraquat, en BHP et en CHP sont reprises dans la section Matériel et
méthodes (p. 185). La concentration finale en H,0, est de 2 mM. Le H;O,, le BHP et le CHP ont été
ajoutés 30 minutes avant la mesure de Pactivité B-galactosidase. La pyocyanine et le paraquat ont été
ajoutés dés le début de la culture.

Finalement, je peux conclure que PqsE génére un stress oxydatif indirectement via
son contrdle sur la production de pyocyanine. Ce stress, absent chez le mutant pgsE’, est
en effet induit lorsque la pyocyanine est ajoutée. Celle-ci produit le méme effet qu'un
inducteur de stress oxydatif connu, le paraquat. Par contre, la pyocyanine ou I’induction
du stress oxydatif par un autre composé ne permet pas de complémenter les génes
affectés par une mutation dans pgsE qui ne sont pas sensibles au stress oxydatif, tels que
rhidB ou hcnABC. Ces expériences démontrent que PqsE agit en premier lieu sur la
régulation des facteurs de virulence et autres génes contrélés par le QS dont la
pyocyanine, et que I'induction du stress oxydatif qu’il génére n’est qu’une conséquence

secondaire de cette premiére fonction.

3.3.2.2 Etude phénotypique du mutant pqsE’

A ce stade du projet, j’ai démontré que le role principal de PqsE est d’affecter le QS
et que le stress oxydatif qu’il induit n’est qu’une conséquence de cet effet. Puisque le QS

est un réseau de régulation aussi vaste que complexe, toutes les données permettant de
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détailler les facteurs affectés par PqsE pourront m’aider 2 identifier sa cible au sein du

QS. C’est I’objectif des expériences qui suivent.

3.3.2.2.1 Comparaison entre P4sE, rhiR, phzCI'C2 et la souche sauvage

Les données transcriptomiques publiées récemment (Hazan et al., 2010) montrent
qu’une mutation dans le géne pgsE induit des variations transcriptionnelles affectant de
nombreux génes. Prés de la moitié des génes contr6lés par LasR et/ou RhIR sont
également sous I’influence de PgsE. Dans le but de trouver de nouvelles pistes pour
€lucider la fonction de PqsE, il serait intéressant d’avoir une comparaison phénotypique
exhaustive entre le mutant pgsE et la souche sauvage PAl4. Pour confirmer que
I’absence de pyocyanine n’est pas elle-méme responsable du phénotype observé dans
PgsE, il serait également intéressant de pousser plus loin la comparaison entre les
mutants phzC1'C2 et pgsE". Enfin, puisque les analyses transcriptomiques des mutants
PgsE et rhIR" montrent un certain chevauchement dans les genes affectés par ces
mutations (Hazan et al., 2010; Hentzer et al., 2003), il serait aussi nécessaire d’avoir une

large comparaison phénotypique de ces deux souches.

3.3.2.2.1.1 Les mutant rhlR et pgsE sont semblables mais non identiques

Avant de se lancer dans des études plus cofiteuses, quelques analyses
transcriptionnelles ont été réalisées pour comparer le mutant rh/R" et pgsE", comme cela
avait ét€ le cas avec le double mutant phzC1 C2 (voir section 3.3.2.1.2 p- 214). L’opéron
rhlAB est directement controlé par RhIR. Est-il transcrit de maniére identique chez le
mutant rhlR" et chez pgsE” ? Les résultats présentés a la Figure 3-21 montrent que la
transcription de rhl4B, affectée chez le mutant PqsE, est toutefois supérieure a celle
observée chez le mutant rhlR, ce qui suggere que PqsE et RhIR agissent différemment
sur cette transcription.

L’expérience a été répétée en suivant la transcription du géne rhll, controlé
directement aussi par RhIR. Le profil de sa transcription est identique entre la souche
sauvage et le mutant pgsE’, mais elle est significativement inférieure chez le mutant rA/IR
(Figure 3-21).

Ceci appuie le modeéle selon lequel la fonction de PgsE ne se fait pas uniquement
via RhIR.

219



—0—PA14rhiAdacZz | | T o—PAl4rhidacz |
5 PasE- mip-lacZ | 45000 —8—RhIR- rhil-lacZ
| 1600 — T —A—PqsE- rhil-tacZ
o | = 40000 -
£ |2
o | & 35000
= =
’ S | | 2 30000 -
B | : 25000
{ ©
3 B
IR || B 20000
| & T
& : | ® 15000 -
' 8 | 8
8 | 2 10000 -
2 || 2
2 Z 5000
3 | &
| : - [
0 2 4 6 8| 0 2 4 6
| .
Croissance (DOgyp) : Croissance (DOgqq)

Figure 3-21. Transcription de rhiA-lacZ (pECP60) (graphique de gauche) et de rhil-lacZ (pMW305)
(graphique de droite) dans PA14, pgsE et rhiR".

3.3.2.2.2 Etude phénotypique par Microarrays™ de Biolog

Puisque le mutant pgsE partage des points communs mais également des
différences avec rhIR et phzCI1'CZ’, il faut trouver un moyen de les comparer de maniére
plus systématique. La technologie des Phenotype Microarrays'™® (PM) a été développée
par Biolog et permet de comparer la réponse cellulaire dans prés de 2000 conditions de
maniére automatisée et simultanée (Bochner et al., 2001; Bochner, 2003). De nombreux
phénotypes peuvent ainsi étre analysés selon les composés testés: assimilation et
transport de nutriments, métabolisme du carbone, de I’azote, du phosphore et du soufre,
biosynthése de petites molécules, biosynthése de macromolécules polymériques,
formation de structures cellulaires, métabolisme respiratoire, réponse au stress et autres
propriétés cellulaires. Les PM utilisent la respiration cellulaire pour analyser la réponse
de la bactérie exposée 4 un composé particulier. Les bactéries sont inoculées dans prés de
2000 puits contenant chacun un composé & une concentration déterminée, ainsi qu’un sel

de tétrazolium. Si la bactérie répond bien au composé testé, sa respiration cellulaire sera
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optimale et réduira le tétrazolium pour générer un pigment pourpre caractéristique. Si la
bactérie réagit moins bien au composé testé, sa croissance, et donc sa respiration, en
seront affectées et moins de tétrazolium réduit sera produit. Ainsi, la quantification de
Pintensité de couleur du tétrazolium réduit refléte Pactivité métabolique cellulaire dans
chacune des 2000 conditions testées.

Les souches PA14, pgsE’, rhiR et phzCI'C2" ont toutes été analysées et comparées
les unes aux autres au moyen des PM, en duplicata. Les résultats bruts peuvent é&tre
consultés en Appendice F. Un résumé des résultats significatifs est présenté dans le
Tableau 3-4. Les trois mutants pgsE", rhiIR et phzCI'C2 ont tous des caractéristiques
spécifiques. La résistance de la souche r#lIR 4 la chlortetracycline et & la minocycline
sont des résultats attendus, puisque ce mutant possede un géne de résistance 3 la
tétracycline (voir Appendice B). Il en est de méme pour le mutant phzC1"C2" possédant
un gene de résistance aux beta-lactamases telles que la carbénicilline, I’azlocilline, la
phenetycilline et ’oxacilline.

Outre ces résistances attendues, le mutant rAIR" posséde une activité métabolique
supérieure aux autres souches en présence de plusieurs sources d’azote. Le mutant PqsE
posséde une meilleure résistance a I’acide 5-fluoro-orotique (SFOA) par rapport aux trois
autres souches. Enfin, il est intéressant de constater que la putrescine a pH 9,5 (stress
induit par les polyamines, voir section 3.4.2.1, p. 307) et le 2,2-dipyridyl (un agent
chélateur) inhibent le métabolisme de pqsE" par rapport 4 la souche sauvage, phénotype
partagé avec rAlR" pour le premier composé et par phzC1'C2 pour le second.

Ces résultats suggérent que chacun des mutants testés posséde des phénotypes qui
lui sont propres, et que le role de PqsE n’est pas uniquement attribuable a un effet sur la

pyocyanine ou sur RhiR.
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Tableau 3-4. Tableau des composantes favorisant ou défavorisant la respiration cellulaire des
souches PA14, pgsE,, rhIR" et phzCI'CZ 1’une par rapport i ’autre, par PM.

Souches bactériennes favorisées en présence des composés mentionnés

Souches bactériennes défavorisées en présence des composés

mentionnés

PA14 pqsE rhiR” phzCI'C2
S5FOA Gly-Gly-D-Leu Carbénicilline
His-Asp Glu-Tyr Azlocilline
Chlorure Leu-Met Phenetycilline
d’antimoine Met-Ile Oxacilline
Tyr-Phe
Gly-D-Ser
< His-Asp
< Chlortetracycline
- Minocycline
pH 9,5 + putrescine Gly-Gly-D-Leu Carbénicilline
2,2-dipyridyl Glu-Tyr Azlocilline
Leu-Met Phenetycilline
b Met-Ile Oxacilline
g Chlorotétracycline
S Minocycline
putrescine 5FOA NC
&
<
i 2,2-dipyridyl 5FOA NC
]
I
3
K
s,

5FOA = acide 5-fluoro orotique. NC = non comparées. Les molécules en gras sont celles générant un
phénotype nouveau chez les souches étudiées.

3.3.2.2.3  Confirmation des résultats obtenus par Biolog

Le phénotype le plus clair et qui semble caractériser le mutant pgsE” par rapport aux

trois autres souches est sa résistance en présence d’acide 5-fluoro-orotique. L’acide 5-

fluoro orotique est un inhibiteur de la voie de biosynthese des pyrimidines (Boeke ef al.,

1984). C’est un dérivé fluoré de I’acide orotique, utilisé comme substrat par les enzymes

PyrEF pour former de I’uridine mono-phosphate. En présence de 5-FOA, PyrEF génerent

du fluoro-uracile, qui bloque la méthylation de I'uracile en thymine. De plus, le 5-FU est

phosphorylé en triphosphate (FUTP) et incorporé a la place de l'uracile dans les ARN.

Pour confirmer les résultats obtenus par Biolog, les trois mutants pgsE’, rhiR" et phzCI1

C2 ainsi que la souche sauvage PA14 ont été cultivés en présence de différentes

concentrations de 5-FOA. L’expérience a été réalisée dans le milieu TSB, dans le milieu
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Biolog, dans des tubes 2 essais, dans des plaques de 96 puits et avec des concentrations
variant de 0,2 4 2 mM. Aucune variation de croissance entre le mutant pgsE et les autres
souches n’a été mise en évidence (Figure 3-22). Les résultats obtenus par Biolog n’ont

donc pas pu étre répétés au laboratoire.
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Figure 3-22. Croissance bactérienne en présence de 5-FOA.
Expérience réalisée en 5 réplicats selon les parameétres utilisés par Biolog : plaques de 96 puits, milieu
Biolog.

Etant donné les difficultés a reproduire les résultats obtenus par Biolog, ces

données n’ont pas été approfondies davantage.

3.3.2.3 Etude du protéome du mutant pgsE’

Jusqu’a présent, j’ai pu déterminer qu’une partie des génes affectés dans un mutant
PgsE le sont a cause de I’absence de pyocyanine et du stress oxydatif qu’elle induit. Le
lien entre PqsE et les autres génes, non liés au stress oxydatif, qu’il affecte n’est pas
connu, bien que le QS soit certainement impliqué. Afin de comprendre davantage ce lien,
le protéome du mutant pgsE™ a été analysé. Il a été comparé avec celui du mutant phzM,
bloqué dans la derniére étape de la biosynthése de la pyocyanine, afin d’identifier ce qui
différe une souche de I’autre. Ainsi, toutes les caractéristiques du mutant pgsE™ en dehors
de Peffet li¢ a I'absence de pyocyanine seraient identifiables lors de cette comparaison.
L’étude s’est focalisée sur la fraction intracellulaire, puisque PgsE ne semble pas agir sur

un constituant présent dans le surnageant.
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3.3.2.3.1 Comparaison du mutant pqsE et du mutant phzM par gel de

protéines bidimensionnel

Aprés unme premiére comparaison des protéines intracellulaires de point
isoélectrique situé entre pH 3 et 10, on observe qu’une forte concentration de protéines de
situe au centre du gel. Leur point isoélectrique doit se situer a pH 5-7 environ. Pour
augmenter leur séparation, une nouvelle comparaison a été réalisée en modifiant les
conditions de la premiére dimension pour mieux séparer la migration des protéines de
point isoélectrique de pH 5 & pH 6,5. Le protéome (fraction intracellulaire) des deux

mutants est présenté a la Figure 3-23. L’identification des protéines différentiellement

exprimées lors de ces deux comparaisons est détaillée dans le Tableau 3-5 et le Tableau
3-6.
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Figure 3-23. Comparaison des protéomes de PYSE" et phz M par gels bidimensionnels, fraction
intracellulaire.

Séparation des protéines de point isoélectrique situé entre (A) pH 3 4 10 et (B) pH 5 2 6,5. Les protéines
séquencées par spectrométrie de masse sont encadrées.

Panneaux de gauche : protéome du mutant PgsE :1=VD-El ;2=VD-E2;3=VD-E3 ; 4= VD-E4 R
Panneaux de droite : protéome du mutant phzM : 1=VD-MI ;2 =VD-M2 ;3 = VD-M3.

Tableau 3-5. Liste des protéines produites seulement chez le mutant PgsE.

numéro de la protéine dans Nom de la protéine Fonction prédite @
le gel
VD-E} PA2504 Protéine hypothétique
VD-E2 PA0409 pilH Protéine de motilité twitching
VD-E3 Kératine
VD-E4 PA1777 oprF Précurseur de la protéine F de membrane
El PA2197 hypothétique

 données publies sur www.pseudomonas.com.
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Tableau 3-6. Liste des protéines produites seulement chez le mutant phzi .

numéro de la protéine dans le Nom de la protéine Fonction prédite ¥
gel

VD-M1 PA1905 phzG2 Biosynthése des phénazines

VD-M2 PA1900 phzB2 Biosynthése des phénazines

VD-M3 PA4500 protéine de  liaison  des
transporteurs ABC

MilAetB PA4211 phzB1 Biosynthése des phénazines

M2 PA3653 frr Protéine de recyclage des
ribosomes

M3 PA1905 et PA4216 phzG Biosynthése des phénazines

M4 PA1900 phzB2 Biosynthése des phénazines

M5 PA1900 phzB2 Biosynthése des phénazines

M6 PA1905 et PA4216 phzG Biosynthése des phénazines

M7 PA1905 et PA4216 phzG Biosynthése des phénazines

M données publiées sur www.pseudomonas.com.

L’absence de protéines de biosynthése des phénazines chez le mutant pgsk
confirme la bonne réalisation de I’expérience. Chez la souche pgsE’, quatre protéines
dont deux hypothétiques ont été identifiées comme plus abondantes que dans le chez le
mutant phzM . La protéine PilH, dont le géne est surexprimé en absence de PqsE selon les
données transcriptomiques (Hazan et al., 2010), intervient dans la mobilit¢ de type
twitching, bien que celle-ci ne soit pas affectée par PqsE (Rampioni et al., 2010). Quant a
la protéine OprF, c’est I'une des protéines majeures de la membrane cellulaire
responsable de la formation de pores dans celle-ci (Duchene et al., 1988). Enfin, deux
autres protéines sont moins abondantes chez le mutant pgsE". L’une est hypothétique
(PA2197) et I’autre, PA4500 ou DppA3, code un transporteur de type ABC impliqué
dans le transport des acides aminés, des dipeptides et des hémes (Kiely et al., 2008).
Dppa3 posséde des homologies avec la protéine DppA chez E. coli, impliquée dans le

clivage des dipeptides cycliques (Olson ez al., 1991).

3.3.2.3.2 Lien entre PqsE et les dipeptides cycliques ?

11 est intéressant de constater que le mutant pgsE™ pourrait contréler une protéine
agissant sur les dipeptides. En effet, ces peptides peuvent jouer un role dans le QS. C’est
le cas par exemple des di-kéto-pipérazines, qui se fixeraient sur des régulateurs de type
LuxR (Holden et al., 2000; Holden ez al., 1999). Dans les données transcriptomiques du
mutant pgsE, deux opérons, PA1209 a 1215 et PA1216 a 1221, au sein desquels se

retrouvent des génes impliqués dans le métabolisme et le transport d’acides aminés, sont

226



sous-exprimés. Ainsi, PA1219 posséde un domaine COG3319 ou PF00975
(www.pseudomonas.com). C’est un domaine thioestérase typique des synthases de
peptides. PA1221 posséde un domaine COG1020 ou PF00501 également caractéristique
de ces enzymes.

Puisque P. aeruginosa produit des di-kéto-pipérazines (Holden e al., 1999), serait-
il possible que la fonction de PgsE soit de réguler la biosynthése ou le transport des
dipeptides, qui affecterait alors tout le QS?

Afin de vérifier si ces molécules sont affectées dans un mutant pgsE’, j’ai comparé
la présence des di-kéto-pipérazines chez PqsE’ et chez la souche sauvage, par LC/MS en
électronébullisation positive. Aucune différence n’a été observée entre ces deux souches,
ce qui suggére que PqsE n’affecte pas ces molécules. Leur production a également été
détectée chez les mutants PA1214, PA12] 7, PA1221. Aucune différence significative n’a
¢té mise en évidence dans la production des molécules de masse 168, 244 et 260 (pour
rappel, les masses sont de 168 Da pour le cyclo(AAla-L-Val), de 260 pour le cyclo(L-
Pro-Tyr) et de 244 pour le cyclo(L-Phe-L-Pro), voir 3.1.3.2.2.1, p. 172) dans aucune de
ces souches par rapport a la souche sauvage (Figure 3-24). Les mutants PA4500 et
PA4496 ont également été testés, le premier parce que la protéine PA4500 est absente
dans un mutant pgsE selon les données sécrétomiques, et le second car il posséde de
grandes similitudes avec le premier. Ceux-ci ont montré une forte augmentation du
cyclo(L-Pro-Tyr), dont la concentration est sept fois supérieure a celle de la souche
sauvage chez le mutant PA4500 (dppA) et trois fois supérieure chez les mutants PA4496
(Figure 3-24). Ces génes ont des similarités avec la dppA d’E. coli qui clive les dipeptides
cycliques. En absence de ceux-ci, le dipeptide ne serait pas dégradé, ce qui pourrait
expliquer son abondance chez les mutants PA4500 et PA4496. Il faut noter que le mutant
PA4500 fait davantage de pyocyanine que la souche sauvage, ce qui pourrait confirmer
I’influence des dipeptides sur le QS de P. aeruginosa. Néanmoins, ils ne sont pas absents
dans pgsE et ne sont donc pas responsables des phénotypes observés dans ce mutant.
Afin de confirmer ces résultats, il sera toutefois nécessaire de confirmer la véritable
identité des pics observés, en utilisant un standard commercial de ces dipeptides et en

comparant les spectres de fragmentation de ceux-ci par LC/MS/MS.
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Les HAQ et les AHL ont toutes été analysées chez les mutants PA4500, PA4496,
PA1221, PA1217, PA1214 mais aucune différence n’a été observée par rapport a la

souche sauvage.
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Figure 3-24. Production de di-kéto-pipérazines par différentes souches.

Les mutants utilisés proviennent de la banque de mutants officielle de P. aeruginosa. Le mutant PA4496 y
est représenté deux fois, avec un site d’insertion différent pour les deux mutants
(http://ausubellab.mgh.harvard.edu/cgi-bin/pa14/search.cgi) (Liberati et al., 2006).

Ces résultats suggérent que PqsE n’intervient pas dans la modification ou la

dégradation des dipeptides cycliques.

3.3.3 Lien entre PgsE et les HAQ

Le troisiéme objectif et grand volet de cette section Résultat est I’identification du
substrat naturel de PqsE. Tenant compte du fait que (i) pgsE est le derier géne d’un
opéron impliqué dans la production de petites molécules-signal extracellulaires appelées
HAQ, que (ii) la protéine qu’il code posséde des homologies avec des hydrolases dont le
substrat est en général une petite molécule et que (iii) cette protéine affecte de nombreux
geénes régulés par le QS, la premiére hypothése privilégiée au début de ma these était que

PgsE est impliquée dans la dégradation ou la modification des HAQ.
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3.3.3.1 Comparaison des profils de molécules extracellulaires entre la
souche sauvage et le mutant pqsE- par chromatographie bidimensionnelle
sur couche mince (2D-TLC)

3.3.3.1.1 Analyse de la fraction extracellulaire non Dpolaire

L’approche initiale a consisté en I’identification des molécules résultant de I’activité
de PgsE en comparant les profils sur chromatographie en couche mince (TLC) d’extraits
de cultures de la souche sauvage et du mutant PYsE’. Ces cultures ont été nourries a
I’acide anthranilique marqué au C. Ce substrat étant radioactif, il s’ensuit que toutes les
molécules dérivées de ce précurseur le seront ¢galement. Cette technique nous permet de
comparer facilement la présence des HAQ dans les extraits de surnageant des deux
souches étudiées. Les HAQ étant des composés non polaires libérés dans le milieu, la
premicre étape a visé la comparaison de la fraction extracellulaire non polaire des deux
cultures bactériennes prises en milieu (DOgoo = 3,4) et en fin (DOg = 5) de phase de
croissance. La séparation des différentes molécules présentes dans ces fractions s’est faite
par TLC en fonction de leur polarité.

Aprés cette premiére séparation unidimensionnelle, les échantillons prélevés en
milieu de phase exponentielle ou en début de phase stationnaire pour les deux souches ne
présentaient pas de différence significative. Les expériences se sont poursuivies dés lors
en se concentrant sur les échantillons prélevés a une DOggo = 5.

La premiére migration s’est révélée insuffisante pour comparer aisément les deux
souches (Figure 3-25A). Afin de permettre davantage de séparation des différents
¢léments, une seconde séparation est nécessaire. La premiére dimension a été répétée et
une deuxiéme séparation a eu lieu sur la méme plaque en variant les solvants organiques
utilisés, ce qui modifie la migration des molécules pour permettre une meilleure
séparation de celles-ci. De trés nombreuses conditions expérimentales ont été testées
(temps de croissance des cultures, types de solvants, temps d’exposition au
phosphorlmager, quantité de 1’échantillon sur la plaque) afin d’optimiser la séparation
des composants de 1’échantillon. Celle-ci s’est faite perpendiculairement & la premiére
dimension, ce qui a permis en définitive une séparation bidimensionnelle des molécules

de I’échantillon.
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Figure 3-25. Détection des molécules non polaires extracellulaires chez PA14 et chez le mutant pgsE
par phosphorimager.

(A) Premiére dimension de séparation chromatographique sur couche mince (TLC) ; (B) deux dimensions
de séparation chromatographique de PA14 et (C) du mutant pgsE . Les fléches indiquent ’ordre et le sens
des migrations. Les différences significatives sont encerclées.

De nombreuses molécules radioactives ont été détectées dans les deux échantillons
(Figure 3-25B et C). Deux molécules semblent étre différemment produites selon la
souche utilisée, ’une seulement exprimée dans PA14 (molécule V) et I’autre seulement
chez le mutant pgsE (molécule E). Celles-ci générent une légére ombre a leur
emplacement lorsque les plaques de chromatographie sont exposées a un rayonnement

UV d’une longueur d’onde de 254 nm.

3.3.3.1.1.1 Identification de la molécule V

3.3.3.1.1.1.1 3°™ et 4°™ dimension de séparation chromatographique

Etant donné la proximité de la molécule V par rapport aux autres molécules

radioactives, celle-ci a ¢été extraite de la plaque de silice pour étre soumise a deux
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séparations chromatographiques supplémentaires, en utilisant deux autres mélanges de
solvants pour la migration. De cette maniére, je suis parvenue 2 isoler entidrement la

molécule, en vue de son identification par LC-MS.

Figure 3-26. Visualisation aux UV (254 nm) de l1a 3¢me et 4éme séparation chromatographique pour
isoler la molécule V dans PA14.

Les fléches noires indiquent I’ordre et le sens de la migration, la fléche blanche indique I’emplacement de
la molécule V.

3.3.3.1.1.1.2 La molécule V a un poids moléculaire de 144 Da

Afin d’identifier la molécule V, Pexpérience a été répétée en absence de
radioactivité pour injecter 1’échantillon au LC-MS. Celle-ci a une masse de 144 ( m/z + |
= 145 en mode positif). Les fragments générés aprés collision sont présentés a la Figure
3-27. Ces données permettent de proposer plusieurs structures pour la molécule V : acide
trans-b-hydromuronique, acide 2-oxoadipique, acide 3-oxoadipique, acide 3-oxo-l-
cyclohexane carboxylique ou I’acide glutarique. Ce dernier présente un profil de

migration différent de la molécule V et a donc été rapidement écarté.
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Figure 3-27. Profil de fragmentation de la molécule V par LC-MS-MS.

Les surnageants de plusieurs souches ont été analysés par spectrométrie de masse
dans le but de déterminer la présence ou I’absence de la molécule V. On la retrouve chez
PA14 mais elle est absente chez les mutants pgsE™ et pgsA™ (Figure 3-28A). En présence
d’acide anthranilique tétradeutéré, il y a production d’un ion pseudomoléculaire de 149
Da qui migre au méme temps de rétention que la molécule V (Figure 3-28B). La
molécule V dérive donc de I’acide anthranilique, ce qui confirme les résultats obtenus
avec ’acide anthranilique marqué au 'C.

Un ajout de HHQ ou de PQS tétradeutéré ne permet pas de marquer la molécule V,
ce qui démontre que celle-ci n’est pas dérivée de ces molécules.

Afin de caractériser de maniére préliminaire la molécule V, elle a été exposée a de
la ninhydrine (2,2-Dihydroxyindane-1,3-dione). La ninhydrine réagit avec les fonctions
amines primaires et secondaires pour générer un composé coloré appelé pourpre de
Ruhemann (Friedman, 2004). Aucune apparition colorée n’est apparue sur la plaque TLC

contenant la molécule V, ce qui suggére que celle-ci ne posséde aucune fonction amine.
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Figure 3-28. Analyse chromatographique et spectrométrique de la molécule V.
(A) Présence de la molécule dans les souches PA 14, pgsE” et pgs4". (B) Marquage de la molécule V en
présence d'acide anthranilique deutéré.

Les quantités de molécules V produites par PA14 varient énormément d’une
expérience a I’autre. Il en est de méme chez le mutant PgsE". Lorsque j’ai répété les tests
de quantification de la molécule V dans ces deux souches, j’ai observé que le mutant
PgsE” pouvait en produire jusqu’a 43% de la quantité retrouvée chez PA14. Sa présence
ne semble donc pas requérir celle de PgsE, méme si ce dernier influence sa production.
La molécule V n’est donc pas un produit de I’activité PqsE. Pour cette raison, son étude

n’a pas été davantage approfondie dans le cadre de ce projet.

3.3.3.1.1.2 Identification de 1a molécule E

La molécule présente dans les cultures du mutant pgsE’, mais non chez la souche
sauvage, est suffisamment isolée aprés deux séparations chromatographiques pour étre
extraite. La séparation est donc répétée avec de I’acide anthranilique tétradeutéré (et donc

non radioactif). La molécule E est ensuite extraite de la plaque de silice et analysée par

233



LC-MS, mais aucune molécule n’a pu étre identifiée dans 1’échantillon, tant en mode

positif qu’en mode négatif.

3.3.3.1.2  Analyse des fractions extracellulaire polaire et intracellulaires

polaire et non polaire

Nous avions pris la décision de regarder la fraction extracellulaire dans la mesure
ou elle regroupe la famille des HAQ. Néanmoins, il paraissait pertinent, afin d’obtenir un
point de vue plus exhaustif, de ne pas négliger les autres fractions, c’est-a-dire la fraction
extracellulaire polaire, ainsi que les composés intracellulaires polaires et non polaires.

Afin de vérifier si ces fractions contiennent des molécules radioactives, 1 ml de
celles-ci a été passé au compteur a scintillation. Une forte radioactivité (Tableau 3-7) a
été détectée dans la fraction extracellulaire polaire ainsi que dans la fraction
intracellulaire non polaire. Elles ont donc été étudiées par TLC puis par révélation de la

radioactivité au Phosphorlmager.

Tableau 3-7. Détection de la radioactivité des différentes fractions de la souche sauvage PA14 et du
mutant pgsE .

Fraction polarité Souche | DPM
Extracellulaire | Polaire PA14 15834
pgskE 24054
Cellulaire Non polaire PA14 20137
pgsE 22818
Polaire PA14 1738
pgsE 2412
Témoin négatif non radioactif " |/ 30
Témoin positif radioactif / 102682

DPM = Désintégration Par Minute.
(1) Le témoin négatif provient de | ml de culture bactérienne non radioactive.
(2) Le témoin positif est un standard fourni par BECKMAN et contenant du '“C dont
Pactivité est de 10° DPM
(http://www.beckman .com/products/Consumables/analytical/scintillation/ls_standardsets
con_dcr.asp).

Les résultats obtenus sur TLC et TLC reversed-phase n’ont pas montré de profils
différents entre la souche sauvage et le mutant pgsE. Il est a noter toutefois que la

séparation chromatographique de la fraction polaire n’a pas été concluante car des
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problémes de reproductibilité nous empéchent de les analyser de maniére efficace par
TLC-reversed phase.

Afin d’amplifier les différences éventuelles dans la production des HAQ en
présence ou en absence de PqsE, nous avons transformé le mutant avec deux plasmides.
Le premier est un plasmide multi-copies (pLG10) contenant les geénes pgsABCDE sous le
contrdle d’un promoteur constitutif. Celui-ci posséde donc les mémes propriétés que la
souche sauvage, mais produit davantage de HAQ. Le second (PLG12) lui est semblable a
I’exception qu’il ne contient pas le géne pgsE (voir Appendice B). Leurs profils ont été
comparés en utilisant le méme protocole que précédemment. Ces résultats montrent que
I’absence de la protéine PqsE n’affecte pas les dérivés de 1’acide anthranilique.

Bien que la technique de TLC soit sensible et relativement reproductible, certains
problémes de trop faible résolution ont été rencontrés. La méthode reste fortement limitée
dans sa capacité a quantifier précisément les molécules détectées ou a séparer deux
molécules semblables. Dans notre situation, ces paramétres ne sont pas a négliger. En
effet, notre hypothése propose que PqsE puisse agir spécifiquement sur une molécule en
la modifiant, par hydrolyse par exemple. I1 est donc intéressant de pouvoir quantifier la
proportion de chaque molécule présente dans I’échantillon et d’en connaitre le poids
moléculaire au dalton prés, afin d’en détecter la moindre modification. Ces précisions

peuvent €tre obtenues par I’usage du LC-MS.

3.3.3.2 Analyse et quantification des dérivés de I'acide anthranilique chez
la souche sauvage et chez le mutant PQsE par LC/MS

Les études comparatives réalisées par chromatographie sur couche mince ont
permis d’affirmer de maniére qualitative que, hormis les composés V et E, tous les
composés non polaires dérivés de I’acide anthranilique semblent présents autant chez la
souche sauvage que chez le mutant PgsE’. Afin maintenant de vérifier I’abondance
relative de chacun de ces composés dans les deux souches étudiées et de détecter
d’éventuelles modifications de ceux-ci qui auraient pu étre invisibles en TLC, des
analyses par spectrométrie de masse ont été effectudes. Le laboratoire de spectrométrie de

masse du Dr Frangois Lépine a élaboré un protocole de détection des HAQ par LC/MS
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(Lépine et al., 2004), permettant une quantification aisée des HAQ et des molécules qui

leur sont apparentées.

3.3.3.2.1 Le mutant pqsE n’est pas affecté dans la production de HHQ, de
PQS ou de HONO

La premiére étape a été la réalisation d’une cinétique de production des HAQ
principaux, c’est-a-dire le HHQ, le PQS et le HQNO. Les résultats obtenus indiquent
clairement que ces trois HAQ ont une cinétique de production rigoureusement similaire
entre la souche sauvage et le mutant pgsE™ (Figure 3-29), ce qui confirme les données
obtenues par chromatographie sur couche mince. Ces résultats ont également été
confirmés par la comparaison entre pgsE(pLG10 (pgsABCDE)) et pqsE(pLG12
(pgsABCD)), ot aucune différence n’a été mise en évidence (Figure 3-29). La pyocyanine
a également été quantifiée dans ces souches. Comme attendu, les souches exprimant pgsE

produisent de la pyocyanine, tandis que les autres n’en produisent pas du tout (Figure
3-29).

236



N
o
J

1

N W~ 0 O

Concentration en PQS (mg/l)

Concentration en HHQ (mgll)

1 ;
0 2 4 6
0 R E Croissance (DOgqq)
1 2 3 4 5 [ _e—pPaAis —8—pgsE |
Croissance (DOgq) —-pgsEpLG10  —F-pgsE pLG12 |
_. 25
30 - =
= E
m S’
Es @ 20 1
(o} ‘s
> (1]
20 y
% g 15 -
o 15 g
5 g 10
® 10 1 2
2 5 5
e 9 o
<) c
o 3
0 0 e
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Croissance (DOg,) Croissance (DOgy,)

Figure 3-29. Analyse du surnageant des cultures de PA14 et du mutant pgsE" : cinétique de
production des HAQ.

3.3.3.2.2  Analyse de la production du DH O chez le mutant pqsE

Lorsque le DHQ a été découvert et que les analyses par LC-MS ont été optimisées
pour cette molécule, j’ai également quantifié sa production chez le mutant pqsE. La
Figure 3-30 montre que la production de DHQ est semblable chez la souche sauvage et
chez le mutant pgsE en début de production, mais que celle-ci diminue chez la souche
sauvage a partir d’une DOgyy = 4 tandis qu’elle continue & augmenter chez le mutant

PqsE.
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Figure 3-30. Production de DHQ (A) chez le mutant pgsE™ et chez la souche sauvage.
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3.3.3.2.3 Analyse des dérivés de ’acide anthranilique chez le mutant pqsE et

chez la souche sauvage

3.3.3.2.3.1 Détection des dérivés de I’acide anthranilique de polarité semblable au
PQS, HHQ et HQNO

Afin de vérifier si les dérivés de ’acide anthranilique autres que le PQS, le HHQ et
le HQNO sont affectés par ’absence de PqsE, je les ai également analysés par
spectrométrie de masse. Les échantillons préparés en vue d’une analyse par LC/MS ont
été obtenus en utilisant le méme protocole que celui appliqué pour les analyses TLC.
Cette fois, les cultures bactériennes ont été supplémentées avec de I’acide anthranilique
deutéré sur quatre de ses atomes de carbone. Les dérivés de I’acide anthranilique seront
ainsi également tétradeutérés et facilement reconnaissables par spectrométrie de masse.
En effet, le profil des dérivés de I’acide anthranilique est caractérisé par un pic
correspondant 4 la masse moléculaire de la molécule et d’un pic plus loin avec quatre
daltons supplémentaires, correspondant a la molécule équivalente deutérée. Par cette
technique, réalisée en cinq réplicats, aucune différence reproductible dans les molécules
tétradeutérées observées n’a été détectée entre la souche sauvage et le mutant pgsE’). La
technique a été répétée avec I’extrait non polaire intracellulaire des deux souches mais

n’a montré aucune différence entre celles-ci non plus.
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3.3.3.2.3.2 Détection des dérivés de I’acide anthranilique de polarité semblable au
DHQ

Puisque les méthodes de détection des molécules moins polaires telles que le PQS,
le HHQ et le HQNO sont différentes de celles nécessaires a la détection des molécules
plus polaires telles que le DHQ, il est intéressant de répéter I’analyse avec le programme
HPLC adapté au DHQ. Celle-ci a permis d’identifier trois molécules, de masse m/z +1 de
279, 295 et 323, présentes uniquement chez le mutant pgsE". Ces molécules ont été
nommeées respectivement VD279, VD295 et VD323,

3.3.3.2.4  Identification des molécules VD2 79, VD295 et VD323

3.3.3.2.4.1 Ces trois molécules ne sont présentes qu’en absence de PqsE

Une fois ces molécules observées, il a fallu s’assurer de la reproductibilité de
’observation. Plusieurs échantillons préparés pour diverses autres expériences
indépendantes ont été ré-analysées (Tableau 3-8). Sur les 14 analyses de souches ayant
une mutation dans le géne pgsE, 13 d’entre elles ont produit du VD279, du VD295 et du
VD323. Sur les 15 analyses de souches possédant le géne intact, dont le mutant PqsE
complémenté en frans avec le plasmide PDNI19pgsE, aucune n’a produit de ces 3
molécules. Ces données suggérent trés fortement que la présence du géne pgsE est

directement liée a I’absence des trois molécules observées.
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Tableau 3-8. Détection des molécules VD279, VD295 et VD323 dans vingt-neuf analyses LC-M?S;&

219 295 323 fromg®
Iﬂuche échantillon MS date F.R. “"aire JF.R. Maire ~ [FR.faire
PA14 val 10oct PA14 4 10-0ct-07| 10,8 0f 103 of 74 0f 1083319
lasR val 10oxt lasR_controle 10-oct-07} 10,8 0] 10,32 0] 74 0} 1374657
rsal val 10oct rsal 4 10-0ct-07{ 10,8 0] 103 0] 74 0] 1059466
rsaLpgsE G33 val_10oct G33 4 10-0ct-07] 10,81] 37559] 10,24} 4044] 7,43] 9686] 854625
rsaLpgsE G33 lasR+ jval 10oct G33 lasR 4 10-oct-07] 10,81] 26102] 10,32] 2979] 7,36| 14851] 914022
rsaLpgsE G49 val 10oct G49 4 10-0ct-07] 10,82} 27561] 10,32] 3301} 7,44| 8105] 869697
rsalpgsE G49 lasR+ |val 10oct G49 lasR 4 10-0ct-07] 10,9| 25683| 10,32] 3515 7,36f 10514] 831678
PA14 ED0013 44 23-nov-07] 126 0j 106 0] 74 0] 202852
|lasR ED0013 45 23-nov07} 126 0f 106 0] 74 0] 261551
pgsA ED0013 33 23-nov-07] 12,6 0} 106 0] 74 0] 305941
pasE pDN19pgsE |ED0013 35 23-nov-07] 12,6 0} 106 0] 74 0] 253330
pgsE ED0013 34 23-nov-07| 12,66] 5635] 10,6] 3908) 7.4 of 230937
JlasR iR+ val 28sep2007 1asRpUCPSKrhiR4 inj2 28-sept-07] 10,8 0 0 0o 74 0] 1275787
[lasRpgsE rhiR+ val 285ep2007 lasRpgsEpUCPSKrhIR4 inj2 |28-sept-07] 10,89] 7873} 10,15] 4122) 74 0] 1677679
G49 val_28sep2007 bouteille6_g49 inj2 28-sept-07] 10,73] 22221] 10,31] 10231] 7,35| 24744} 1008489
PA14 val 28sep2007 bouteille9 PA14 inj2 28-sept-07] 10,8 0 103 0 74 0] 828530
G33 val 285ep2007 bouteille? pas Detiquette inj2 §28-sept-07] 10,8 0] 103 0 74 0]13544774
G33 lasR val 285ep2007 bouteille2 g33lasrPLUS inj2 |28-sept-07] 10,9] 3799) 10,32 5848| 7,36 18028] 1237653
G49lasR val 285ep2007 bouteille3 g49lasrPLUS inj2 |28-sept-07] 10,81] 7641] 10,32| 73,53] 7,35 29654) 1038656
PA14 ED0012 38 16-nov-07{ 12,09 ofp 1 of 73 0] 423005
pasE ED0012 37 16-nov-07] 12,09 | 19503] 10,98] 28138} 7.26] 32344| 503231
PA14 PA14 03 194uil-05) 11 0} 106 0] 74 oy
pasA pDN19pgsE  |pgsa_pdn19_pgse 03 19-juil-05y 11 0f 106 0f 74 oy
pasE pDN19pgsE  |pase_pdn19 pgse 03 19-juil-05] 11 0f 10,6 0] 74 oy
PA14 valerie espmp 19aout patd 2 temps6 injt |19-aolt-05) 5.7 0f 54 oy / /
pgsE valerie_espmp_19aout pgse6 inj1 19-a00t-05] 5,71] 13463} 546] 14399|/ /
PA14 14aout val PA14 14-a00t-07] 109 0 10,2 0] 74 0 468015
pasEphzA1lacZ ispho4 14aout val_pqsEisphoA1 14-a00t-07{ 10,9 3307] 10,2| 2026] 7,36] 1386 441668
'pﬁpthﬂacZ isphoA 14aout_val_pqsEisphoA2 14-a0iit-07] 10,86} 2207] 10,19] 2151f 7,42 1113] 494239

(1) temps de rétention de la molécule ; (2) aire observée pour 10 mg/l de standard interne (PQS
tétradeutéré, m/z + 1 = 264).

3.3.3.24.2 Les molécules VD279 et VD295 s’extraient a I'acétate d’éthyle

Dans le but de concentrer et de purifier ces trois molécules, une extraction a

I’acétate d’éthyle a été réalisée sur le surnageant du mutant pgsE. La fraction non polaire

a été concentrée 25 fois. Les molécules VD279 et VD295 ont été détectées dans la

fraction d’acétate d’éthyle, tandis que seulement des traces de la molécule VD323 ont été

observées dans les mémes conditions. Aucune trace n’est observée pour aucune des trois
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molécules dans la fraction polaire aqueuse restante. La méme expérience a été réalisée

avec le surnageant de la souche sauvage PA14, et aucune de ces molécules n’a été

détectée (Figure 3-31 et Figure 3-32).
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Figure 3-31. Chromatogramme de la molécule VD279 dans PA14 et chez le mutant pgsE",
fnp = fraction non polaire d’acétate d’éthyle concentré 25x. fp = fraction aqueuse polaire obtenue aprés

I’extraction d’acétate d’éthyle.
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Figure 3-32.Chromatogramme de la molécule VD29
fnp = fraction non polaire d’acétate d’éth

Iextraction d’acétate d’éthyle.
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3.3.3.2.4.3 Les trois molécules sont dérivées de I'acide anthranilique

Afin de déterminer si ces trois molécules sont des dérivés de I’acide anthranilique,
un mutant pgsE a été exposé a 20 mg /1 d’acide anthranilique tétradeutéré. Un extrait a
I’acétate d’éthyle concentré 50 fois a été analysé par LC-MS. La Figure 3-33 montre que
ces trois molécules sont deutérées dans ces conditions. Ceci confirme qu’elles dérivent
toutes trois de 1’acide anthranilique.

Plusieurs informations doivent étre soulignées face aux résultats obtenus.
Premiérement, la molécule 323 posséde exactement le méme temps de rétention que le
DHQ (m/z + 1 = 162). Une étude plus poussée & permis de déduire que la molécule
VD323 est en réalité un artefact expérimental causé par I’analyse MS. 1l s’agit de deux
molécules de DHQ qui se sont associées lors de I’ionisation (m /z + 1 = (161 +161)/1 + 1
= 323). Celle-ci ne sera donc plus étudiée par la suite. Deuxiémement, on constate que les
molécules VD279 et VD295 sont doublement marquées, puisque 1’on peut observer un
pic 2 + 4 mais également a4 + 8 Da. Ces molécules contiennent donc deux noyaux
provenant de 1’acide anthranilique marqué. Enfin, on note une molécule marquée de m/z
+ 1 = 200. Celle-ci se retrouve aux mémes temps de rétention que les molécules VD279
et VD295. Elle est toutefois présente dans PA14. Elle ne sera donc pas davantage étudiée
ici.

Des cultures supplémentées d’acide anthranilique marqué au >N révélent également
un double marquage des molécules VD279 et VD295, ce qui signifie que ces deux

composés possédent le groupement amine de deux acides anthraniliques.
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Figure 3-33. Spectres de masse des molécules VD279 et VD295 produites en présence d'acide
anthranilique tétradeutéré,

3.3.3.2.4.4 Fragmentation des molécules VD279 et VD295

Pour déterminer la structure moléculaire des molécules VD279 et VD295, je les ai
fragmentées par MS-MS. Cette méthode permet de sélectionner une molécule de masse
connue, de la fragmenter et d’analyser par spectrométrie de masse le poids des fragments
obtenus. J’ai réalisé cette fragmentation sur les molécules non marquées, simplement et
doublement marquées. Les F igure 3-34 et Figure 3-35 présentent le spectre de masse des
profils de fragmentation des molécules VD279 et VD295 respectivement, marquées et
non marquées. Plusieurs informations peuvent étre déduites de ces résultats.
Premiérement, la fragmentation démontre bel et bien que les molécules observées aux
masses m/z+1 = 283 et 287 sont bien la molécule VD279 contenant une et deux
molécules d’acide anthranilique tétradeutéré respectivement, puisque les fragments

obtenus aprés collision sont marqués de 4 Da par rapport 4 ceux provenant de VD279 non
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marqué. La méme interprétation peut étre déduite pour la molécule VD295 et les ions
pseudomoléculaires de m/z+1 = 299 et 303.

La fragmentation de la molécule VD279 donne trois fragments majoritaires de
masse m/z+1 = 120, 158 et 186. Lors de la génération du fragment 186, un fragment de
279 - 186 = 93 est également généré. Celui-ci pourrait correspondre a I’acide
anthranilique (137) dans lequel un groupement COOH (masse de 45 Da) aurait ét¢
remplacé par un hydrogéne (+1). Le fragment 120 provient de VD279 qui aurait perdu un
fragment de 158, visible sur le spectre également. Le fragment 158 pourrait étre dérivé du
fragment 186 duquel se serait détaché un groupement CO ou (CHz); (28 Da).

EDO019_14 67 (11.962) CISI\B(GG 66-59:60) ED0019_14 66 (11.835) Cm (Bdé?-ﬁd 56)
1 1

29403 2 szeal
1001 185 1001

0- 04
50 50
3
100'1
162
% 124 | e I
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Figure 3-34. Profil de fragmentation par LC-MS-MS de la molécule VD279, simplement (283) et
doublement (287) marquée.

Dans le cas de la molécule 295, les fragments majoritaires sont les fragments 120,
158, 186 et 202 (Figure 3-35). Les molécules VD279 et VD295 ont donc de nombreux
fragments communs, ce qui signifie qu’elles ont une structure similaire. Le fragment

supplémentaire retrouvé uniquement dans VD295 est le 202. Une différence de 16 Da
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existe entre VD279 et VD295, tout comme entre les fragments de m/z+1 = 186 et 202.
Ces résultats suggérent que VD295 est un produit hydroxylé de la molécule VD279, et
que cette hydroxylation a lieu sur le fragment de m/z+1 = 186 pour générer le fragment
m/z+1 = 202.
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Figure 3-35. Profil de fragmentation par LC-MS-MS de la molécule 295, simplement (299) et
doublement (303) marquée.

Puisque les molécules VD279 et VD295 sont fortement apparentées et que VD279
est plus facile a extraire et a concentrer, seul cette derniére sera approfondie dans ce

travail.

3.3.3.2.4.5 VD279 est un produit de Popéron pgsABCDE

Afin de s’assurer que VD279 est un produit de I’opéron pgs4ABCDE, le surnageant
des mutants de I’opéron a été analysé. Seul le mutant pgsE produit le VD279. Ceci
suggere que les quatre autres enzymes sont nécessaires 4 sa biosynthése. A cette étape,
les hypothéses a considérer sont que PqsE (i) empéche la transformation ou (1i) catalyse

la disparition de la molécule VD279. Toutefois, puisque tous ces mutants sont non



polaires, il se peut également qu’il y ait suffisamment de PqsE produit pour dégrader la
molécule VD279. Pour contrer ce probléme, j’ai traité des cultures du mutant pgsE™ avec
des inhibiteurs de la synthése des HAQ. Le 4-CABA et le 6-FABA, connus pour inhiber
les HAQ probablement via PqsA, ont bloqué la production de VD279. La molécule B (2-
bromo-N-(3-fluorophényl) acétamide), connue pour vraisemblablement bloquer
seulement PqsB et PqsC, a également inhibé la production de VD279 dans ce mutant
(Figure 3-36). Ceci indique que VD279 nécessite les enzymes PqsA, PgqsB, PqsC et PqsD
pour étre synthétisé.

Un ajout de HHQ ou de PQS tétradeutéré ne génére pas de molécules marquées de
masse m/z+1 = 283 et/ou 287, ce qui signifie que VD279 n’est pas un produit dérivé de
ces deux HAQ. Un ajout de DHQ ou d’acide kynurénique ne permet pas non plus
d’augmenter la production de VD279, ce qui suggére qu’ils ne sont pas des précurseurs
de cette molécule. Inversement, un ajout de VD279 i une culture du mutant pgs4” non
polaire ne génére aucune production de HAQ, ce qui indique qu’elle n’est pas un

intermédiaire de la biosynthése de ceux-ci.

20
~ 18 -

—

pgsE pgsE + molécule B

Concentration (mg/l
[ e
ONPLOODOON2O

Figure 3-36. Détection par LC-MS de plusieurs produits de I'opéron pgsABCDE en présence de
I'inhibiteur B chez le mutant pgsE".
3.3.3.2.4.6 La molécule VD279 ne posséde pas de noyau indole

Afin de déterminer si VD279 posséde un noyau indole, du tryptophane pentadeutéré
a été donné au mutant pgsE et un marquage de +4 Da fut observé. Cette perte d’un

marquage signifie que le noyau indole de 5 carbones du tryptophane a été transformeé
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d’abord en acide anthranilique pour donner un noyau benzoique de 4 carbones avant de
générer le VD279.
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Figure 3-37. Marquage de VD279 : Analyse LC-MS du surnageant du mutant pgsE" exposé 2 50 mg/l
de tryptophane pentadeutéré.

3.3.3.2.4.7 La présence de VD279 ne dépend pas de la pyocyanine ni de RhIR

VD279 est une molécule retrouvée a ce jour exclusivement dans des cultures d’un
mutant pgsE’. Puisque ce mutant posséde des points communs avec le mutant 74/R" selon
les données transcriptomiques et avec le mutant phzCI C2" pour I’absence de pyocyanine,
J’ai vérifié la présence de VD279 dans le surnageant de ces souches. Aucune trace de
VD279 n’a été détectée dans ces deux mutants, ce qui signifie que la production VD279
n’est pas due a I’absence de phénazines ni ne dépend de RhIR. Elle semble réellement

liée a I’absence de PgsE uniquement.

3.3.3.2.4.8 Optimisation de la production de VD279

Pour identifier VD279, il est nécessaire d’en purifier une quantité importante. Ceci
permettra d’étudier plus en profondeur sa structure et son effet biologique.

Afin de déterminer le temps ol la concentration de cette molécule est maximale
dans le surnageant du mutant pgsE, une cinétique de production a été réalisée. La Figure
3-38 montre que VD279 s’accumule dans le temps. Toutefois, un échantillon pris 12
heures aprés le dernier point présenté dans cette figure montre une baisse de

concentration de la molécule. La concentration la plus élevée de VD279 dans le
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surnageant se situe aprés environ 9 heures de culture, lorsque la DOggo atteint 7 environ.

Le profil de production de la molécule 295 est identique & celui de VD279.
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Figure 3-38. Cinétique de production par LC-MS de VD279 dans le surnageant du mutant pgsE".

Plusieurs conditions expérimentales ont été testées pour optimiser la production de
VD279. Ces conditions sont présentées & la Figure 3-39. Le mutant pgsE™ exprimant en
trans les génes pgsABCD sur le plasmide pLG12 a été utilisé afin de déterminer s’il
produisait plus de molécules VD279 et VD295. La production n’a pas été augmentée lors
de la surexpression des quatre premiers génes de 1’opéron pgs. Par contre, si de ’acide
anthranilique est ajouté dans ces mémes conditions, on obtient une meilleure production
de VD279. La surexpression de mvyfR sans ajout d’acide anthranilique chez le mutant
pgsE permet également d’augmenter la production de VD279. Ceci indique que I’opéron
phnAB, sous le controle de Mv{R, est impliqué dans la production d’acide anthranilique
nécessaire a la biosynthése du VD279. La production n’est pas augmentée si on
surexprime seulement pgs4 (pDN18pgsA), ce qui confirme que VD279 nécessite la
présence de PgsB, PqsC et PqsD pour étre synthétisé. Plusieurs concentrations d’acide
anthranilique ont été ajoutées dans la culture du mutant pgsE™ surexprimant les genes
pqsABCD (pLG12). Jusqu’a une concentration de 200 mg/l d’acide anthranilique ajouté,
la concentration en VD279 augmentait. Une concentration supérieure a 200 mg/l (500 et

1000 mg/l) n’a pas permis de produire davantage de VD279.
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Figure 3-39. Quantification de la production de VD279 par LC-MS dans différentes conditions
expérimentales.

La molécule éluant 4 environ 12,5 min. correspond au VD279. L’acide anthranilique est rajouté lorsque les
cultures bactériennes atteignent une densité optique de 2. Les souches possédant un plasmide sont cultivées
en présence de I’antibiotique. Les échantillonnages sont faits aprés 9 heures de culture, lorsque la densité
optique atteint 6-7.

Différents milieux de culture ont également été comparés. Les milieux M9, M63,
King A et TSB ont été inoculés avec le mutant PgsE surexprimant pgsABCD (pLG12) et
en présence de 200 mg/l d’acide anthranilique. Les échantillons ont été pris aprés 8
heures et 24 heures de culture. Les résultats sont présentés a la Figure 3-40. Le milieu
TSB a donné la meilleure production. La production de VD279 n’augmente plus
significativement aprés 8 heures de culture. Le milieu TSB a donc été conservé pour la
production de VD279.
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Figure 3-40. Analyse LC-MS de la production de VD279 par le mutant pgsE” pLG12 (pgsABCD) avec
ajout de 200 mg / 1 d'acide anthranilique dans différents milieux de culture.

La densité cellulaire aprés 8 heures de cultures était de : 0,55 (M9), 3,05 (M63), 4,54 (KingA) et 4 (TSB).
La densité cellulaire n’a pas été analysée a 24 heures a cause de la formation d’agrégats causés par la
vieillesse de certaines cultures bactériennes (débris cellulaires et autres).

En conclusion, les conditions optimales de production de VD279 sont :

e milieu TSB (200 ml dans des flacons de 2 litres),

e souche pgsE pLGl2,

e ajout d’acide anthranilique (200 mg/l) a une DOggp de 2 (Pour rappel, I’acide
anthranilique est toujours ajouté lorsque la biosynthése des HAQ s’amorce
afin de limiter son utilisation dans d’autres voies métaboliques telles que
celle du tryptophane),

e incubation & 34°C sous agitation (240 rpm),

e extraction du surnageant de culture obtenu aprés 9 heures d’incubation.

3.3.3.2.4.9 Conditions de purification de VD279 et analyse par RMN

Les conditions de production présentées plus haut ont été utilisées pour générer le
VD279 en grande quantité. Le surnageant de culture est récupéré et stocke au besoin a
4°C. 1l n’est pas nécessaire d’ajouter du méthanol dans le surnageant afin de détacher le
VD279 des cellules avant I’extraction, car aucune différence dans la quantité récupérée
n’a été observée avec ou sans ajout de méthanol. Une extraction a I’éther est inefficace
pour récupérer le VD279. Le surnageant obtenu est donc extrait a ’acétate d’éthyle a pH

neutre puis concentré (voir matériel et méthodes section 2.2.2.1 p. 69). L’extrait a été

250



purifié sur TLC par Sylvain Milot (laboratoire du Dr. Frangois Lépine) pour récolter une
solution de VD279 la plus pure possible en vue d’une analyse par résonance magnétique
nucléaire (RMN). Une purification 2 95% a été obtenue.

L’analyse de VD279 par RMN des atomes d’hydrogéne a confirmé la présence de
deux noyaux aromatiques. Les résultats obtenus sont joints en Appendice I. L’analyse par
RMN des atomes de carbone a échoué, ceci di a la dégradation de VD279 et a
Iapparition d’un précipité a I’intérieur de 1’instrument.

Par conséquent, la suite du travail s’est concentrée sur I’étude de la fonction de
VD279 afin de déterminer si celle-ci est en lien avec PgsE; ceci avant de recommencer
tout le processus de production et de purification de la molécule.

Selon les données obtenues par RMN et par analyse LC-MS-MS, les deux
structures les plus plausibles de VD279 ont été déterminées et sont présentées a la Figure
3-41. Sa formule serait du Ci17H 14N, 0,.

Figure 3-41. Structures hypothétiques du VD279.

3.3.3.2.5 Lien entre PgsE et le VD279

3.3.3.2.5.1 PqsE dégrade-t-il le VD279 ?

Puisque le VD279 n’est visible qu’en absence de PgsE, la premiére hypothése
proposce est que cette protéine dégrade la molécule. Pour le vérifier, un extrait du
surnageant de pgsE™ contenant le VD279 tétradeutéré (m/z + 1 = 283) a été ajouté a une
culture de la souche sauvage PA14 (DOgyp = 3), du mutant pgsE (DO = 3) et dans un
milieu de culture stérile, le TSB. La Fi gure 3-42A montre que le VD279 tétradeutéré a été

dégradé par la souche sauvage mais est resté stable dans la culture du mutant pgsE™ et
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dans le milieu TSB. Ceci suggére que VD279 nécessite la présence de PqsE pour étre
dégradée.

L’expérience a été répétée dans une souche d’E. coli IM109 exprimant en trans le
géne pgsE via le plasmide pDN19pgsE, afin de garantir le role direct de PqsE sur le
VD279. Prés de 4 heures aprés I’ajout de VD279, aucune dégradation n’est visible chez
la souche exprimant PqsE (Figure 3-42B). Un dernier échantillon a été prélevé 18 heures
aprés I’ajout de la molécule dans la culture bactérienne. Aucune dégradation n’a été
observée. Ce résultat suggére que la dégradation du VD279 n’est pas réalisée par la

protéine PqsE directement.
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Figure 3-42. Analyse de la dégradation du VD279 marqué (m/z+1 = 283) dans différentes souches de
P. aeruginosa PA14 (A) et d’E. coli JM109 (B) exprimant ou non le géne pgsE.

Puisque la dégradation du VD279 par des bactéries exprimant PqsE serait indirecte,
j’ai émis I’hypothése que la pyocyanine est responsable de cette dégradation. Pour le
vérifier, j’ai mélangé 4 mg/l de VD279 en présence ou non de 60 mg/l de pyocyanine,
dans une solution aqueuse. Le suivi de la dégradation s’est réalisé toutes les 30 min.
durant 12 heures. Aucune dégradation du VD279 n’a été observée (Figure 3-43). Ceci
confirme que la pyocyanine n’a aucun effet direct sur la dégradation du VD279, comme

cela avait déja été suggéré au point 3.3.3.2.4.7, p. 247.

252



| 1
- |
, B 401 ‘B!E’mﬁ’“ﬁ:ﬁﬂmﬁoﬂ»mn |
E 35 |
| & |
| &80 |
| & 25
| 8 20
© r -
5151 | —e—279
el :
| § 0.5 L_—l:l—279+pyoc
) 0 5 10 |

Temps (h) '
. J

Figure 3-43. Détection par LC-MS de la dégradation du VD279 en présence de pyocyanine dans un
milieu abiotique.

3.3.3.2.6  Fonction biologique du VD279

3.3.3.2.6.1 Le VD279 n’a aucun effet antimicrobien

Quelle est la fonction de cette nouvelle molécule ? Un disque stérile contenant une
solution concentrée du VD279 a été déposé sur une gélose couverte d’un tapis de
plusieurs souches bactériennes disponibles dans le laboratoire : P. aeruginosa PA14, E.
coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus. Aucune de ces souches n’a présenté
d’inhibition de croissance a proximité du disque, ce qui suggére que cette molécule ne
possede aucune propriété antibactérienne contre celles-ci.

La production de pyocyanine, qui est ¢galement un composé toxique, a été suivie
chez la souche sauvage exposée a du VD279, mais aucune différence n’a pu étre

observée.

3.3.3.26.2 Le VD279 n’affecte pas la production des HAQ
Puisque le VD279 est un produit de Iopéron pgsABCDE et que plusieurs des

produits de biosynthése de cet opéron sont connus pour étre impliqués dans la régulation
de sa propre transcription, j’ai analysé I’effet d’un ajout de VD279 sur Iactivité de

I’opéron. J’ai suivi la production des HAQ en présence ou en absence d’un ajout d’une
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solution de VD279 pure & 95%, chez la souche sauvage et chez le mutant pgsE’. Aucun
effet n’a été observé en présence d’un ajout de 1 & 10 mg/l de VD279 chez aucune des
deux souches (Figure 3-44A). Ceci démontre que la molécule n’a pas d’effet sur la
production des HAQ.

Pour confirmer ces données, j’ai également suivi la transcription de 1’opéron
pgsABCDE au moyen d’un rapporteur transcriptionnel pgsAd-lacZ (pGXS). Aucune
différence n’a été observée en présence ou en absence de VD279, tant chez la souche
sauvage que chez le mutant pgsE  (Figure 3-44B). Par contre, la transcription de
pgsABCDE est doublée en présence de VD279 chez le mutant pgs4™ (Figure 3-45). Cette
augmentation est toutefois nettement inférieure a celle produite par un ajout de PQS. Cet
effet vient probablement de sa relative ressemblance avec les ligands naturels de MviR,
le HHQ et le PQS.
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dans PA14 et dans pgsE.
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Figure 3-45. Analyse de la transcription de pgsd-lacZ (pGX5) dans un mutant pgsA” en présence de
10 mg/l de VD279 ou de PQS.

Etant donné le peu d’effet biologique du VD279, ainsi que les évidences montrant
que celui-ci n’est pas le substrat direct de PgsE, I’étude de cette molécule a donc été
écartée du projet PqsE.

En conclusion, les trés nombreuses expériences liées a la recherche d’un lien direct
entre les dérivés de 1’acide anthranilique, précurseur de la famille des HAQ, et PgsE ont
mené & la conclusion que cette enzyme n’agit pas directement sur cette famille de

molécules.
3.3.3.3 PqsE affecte la régulation de I'opéron pqsABCDE

3.3.3.3.1 Latranscription des génes de I’opéron pgsABCDE est augmentée

dans un mutant pqsk’

Pour quelle raison le géne pgsE se retrouve au sein d’un opéron de biosynthése des
HAQ alors qu’il n’intervient pas dans leur biosynthése ? Ce géne intervient-il d’une
maniére ou d’une autre dans le systéme des HAQ ? Lors de I’étude comparative entre les
mutants rhiR et pgsE’, on observe que la transcription de 1’opéron est fortement activée

par rapport & la souche sauvage (Figure 3-46).
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Figure 3-46. Activité beta-galactosidase du rapporteur pgsA-lacZ (pGX5) chez la souche sauvage et
les mutants pgsE" et rhiR".

Comment peut-on expliquer que la transcription de I’opéron soit augmentée chez le
mutant pgsE” mais que la production de HAQ ne le soit pas ? Afin de déterminer si cela
pouvait étre dd & une limitation de substrat, j’ai suivi la production d’acide anthranilique
chez le mutant pgsE™ par rapport a la souche sauvage. La Figure 3-47A montre que le
surnageant d’un mutant pgsE™ posséde une concentration en acide anthranilique inférieure
a celle trouvée chez la souche sauvage. Un excés d’acide anthranilique (50 mg/l) dans ce
mutant ne permet toutefois pas d’avoir une plus forte production de HAQ dans le mutant
pqsE" par rapport & la souche sauvage (Figure 3-47B, C, D). L’acide anthranilique n’est
donc pas un facteur limitant dans la production des HAQ chez pgsE". La transcription des
genes phnAB, impliqués dans 1’une des voies de biosynthése de I’acide anthranilique
(voir section 2.1.4.2.1, p. 45) a été suivie chez le mutant pgsE” a I’aide d’un rapporteur
transcriptionnel phinAB-lacZ. Aucune différence significative n’a été observée entre ce
mutant et la souche sauvage. Ce n’est donc pas a cause d’une faible transcription des

génes phnAB que le mutant pgsE produit peu d’acide anthranilique.
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Figure 3-47. Quantification par LC-MS de la production (A) d'acide anthranilique et des (B, C, D)
HAQ chez le mutant pgsE par rapport a la souche sauvage en présence ou non de 50 mg/l d’acide

anthranilique (AA).

Pour confirmer et quantifier les différences d’expression de I’opéron entre les

mutants pgsE, rhlR" et la souche sauvage, j’ai suivi la transcription de pgsA4 (pGX35) et de

mvfR (pGX1) dans ces trois souches.

Plusieurs constructions de rapporteurs

transcriptionnels fusionnés & différentes portions des promoteurs de pgs4 (pGX6) et de

mvfR (pGX2) sont disponibles. Les promoteurs tronqués ne possédent plus la séquence de

type lux par laquelle RhIR pourrait exercer sa régulation (Xiao et al., 2006b). Cette
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expérience permettra de vérifier si RhIR et PqsE agissent de la méme maniére sur la
régulation de I’opéron pgsABCDE et de mvR.

La

Figure 3-48 montre que la transcription de myfR est diminuée chez les mutants
PqsE et rhiR" et que RhIR exerce une régulation supplémentaire via séquence de type /ux
présente sur le promoteur de ce géne. En effet, en absence de cette séquence (pGX2), sa
régulation est identique A celle présente dans un mutant pgsE’, mais en sa présence
(pGX1), le manque d’activation est accentué.

Dans le cas de la régulation de 1’opéron pgs4BCDE, on observe une forte
augmentation de sa transcription chez les mutants PqsE” et rhIR” (pGX5), mais celle-ci
disparait en absence de la séquence /ux présente sur son promoteur (pGX6). Dans cette
situation, la régulation de I’opéron est identique entre la souche sauvage et le mutant
pgsE’, tandis qu’elle est méme légérement diminuée chez le mutant rhiR'. Cette
différence entre les deux mutants peut toutefois s’expliquer par la plus faible transcription
de mvfR chez le mutant rAIR’ par rapport au mutant PpgsE” (voir le graphique pGX1,

Figure 3-48).

En conclusion, PqsE et RhIR exercent une régulation similaire sur la transcription
de mvfR et de I’opéron pgsABCDE, en stimulant la premiére et en diminuant la seconde.
Néanmoins, I’effet de RhIR sur ces deux transcriptions est plus marqué que celui de
PqsE. Dans le cas de la transcription de mv/R, RhiR semble avoir une action positive
supplémentaire a celle de pqsE via une séquence Jux. Dans I’expression de pgsA, RhIR et
PgsE agissent de deux maniéres différentes. La premiére régulation est générée par leur
effet positif sur la transcription du régulateur MvfR, tandis que la seconde est une
régulation négative nécessitant une séquence /ux, mais 1’effet de RhIR sur celle-ci est
nettement supérieur a celui de PqsE.

Si les résultats présentés ici montrent donc que RhIR peut agir indépendamment de
PqsE sur la transcription de mvfR, ils ne permettent toutefois pas de déterminer si PqsE

agit lui aussi de maniére indépendante.
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Figure 3-48. Analyse de la transcription de pgsA4 et mvfR en présence ou non de la séquence de
reconnaissance lux dans leur région promotrice.

(A) rapporteur transcriptionnel pGX1, contenant le promoteur complet du géne pgsA. (B) rapporteur
transcriptionnel pGX2, contenant le promoteur complet du géne mv/R. (C) Rapporteur transcriptionnel
pGX5, contenant le promoteur tronqué de pgsA (absence de la séquence de reconnaissance fux). (D)
Rapporteur trnascriptionnel pGX6, contenant le promoteur tronqué de mv/R (absence de la séquence de
reconnaissance /ux).
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L’augmentation de la transcription de I’opéron pgsABCDE ne se refléte pas dans la
production de HAQ chez le mutant pgsE’. Par contre, ce mutant produit davantage de
DHQ en fin de phase logarithmique (Figure 3-30). Le mutant r4/R" réagit-il également de
la méme maniére ? Pour le vérifier, la production de DHQ a été quantifiée par LC-MS
dans les souches PA14, pgsE et rhiR". La Figure 3-49 montre que si la production de
DHQ est supérieure a celle de la souche sauvage chez le mutant pgsE, elle est toutefois
inférieure chez le mutant rhlR". C’est ¢également le cas chez le mutant rAIT, qui a généré
une baisse de production de DHQ identique a celle observée chez rhiR". Une cinétique de
production de DHQ a également confirmé ces résultats. Ceci suggere que le controle de la

production de DHQ par RhIR et PgsE n’est pas exclusivement le méme.
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Figure 3-49. Analyse LC-MS de la production de DHQ chez la souche sauvage, pgsE et rhiR" i DOggp
de 6.

3.3.3.3.2  La transcription des génes de | ’opéron pqsABCDE et les HAQ sont

diminués lorsque pqsE est surexprimé

Si I’absence de PgsE induit une augmentation de la transcription de I’opéron
PqsABCDE, on s’attend & observer une diminution de celle-ci si PgsE est surexprimé.
Afin de vérifier cette hypothése, j’ai analysé la transcription de I’opéron dans une souche
exprimant de maniére constitutive PgsE (pDNI19pgsE). Comme attendu, celle-ci est
inférieure lorsque PqsE est surexprimé (Figure 3-50A), ce qui confirme bien son rdle

inhibiteur sur la régulation de I’opéron.
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L’augmentation de la transcription de I’opéron n’est pas reflétée dans la production
des HAQ, puisqu’aucune différence n’est visible entre pgsE et PAl4. Lors de la
surexpression de pgsE, la transcription est diminuée. Les HAQ le sont-ils également ?
Ceux-ci ont été suivis par LC-MS chez la souche sauvage, chez le mutant pgsE™ et chez la
souche surexprimant pgsE (Figure 3-50B). De maniére surprenante, la surexpression de
PgsE a une importante influence sur la production de HHQ, puisque celle-ci est fortement

diminuée dans cette condition.
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Figure 3-50. Transcription de pgsA-lacZ (A) et quantification LC-MS des HAQ (B) dans PA14
surexprimant ou non pgskE.

3.3.3.4 Les HAQ sont nécessaires a I’activation de la transcription de
pqsE mais ne sont pas impliqués dans la fonction de la protéine PqsE

Les sections précédentes démontrent que PqsE n’intervient pas dans la production,
la modification ou la dégradation des HAQ les plus communs, soit le HHQ, le HQNO et
le PQS. Le suivi des dérivés de I’acide anthranilique par LC-MS-MS et par TLC montre
qu’aucune différence visible, hormis pour les molécules VD279 et VD295, n’a été
observée. Tous ces tests n’ont donc pas permis d’établir clairement le lien entre PgsE et
les HAQ. Hormis pour I’activation de I’opéron, les produits de I’opéron pgsABCDE sont-

ils nécessaires a la fonction de PqsE ? L’hypothése soulevée est que PqsE agisse
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indépendamment de ces molécules-signal. Afin de vérifier cette affirmation, nous avons
transformé un mutant pgs4  polaire, dans lequel I’opéron PgsABCDE en entier est
inactivé, avec un plasmide (pDN19-pgsE) exprimant de maniére constitutive le gene
pgqsE uniquement.

L’un des phénotypes les plus marqués de I’absence de PqsE est le manque de
pyocyanine dans la culture bactérienne, visible par une absence totale du pigment bleu
caractéristique de P. aeruginosa. Toutes les mutations affectant I’opéron pgsA-E donnent
ainsi des cultures sans pyocyanine. Dans I’hypothése ou PgsE ne nécessite pas la
présence des HAQ pour fonctionner, un mutant pgsA™ ne produisant aucun HAQ et
contenant un plasmide exprimant PqsE devrait étre complémenté et produire la
pyocyanine. Ce test a été réalisé et a montré une complémentation totale du mutant pgsA
(pDN19-pgsE), dont la production en pyocyanine était supérieure a celle de la souche
sauvage (Figure 3-51). Ce résultat prouve que PqgsE agit indépendamment des HAQ. La
production de HAQ a été vérifiée chez la souche pgsA” (pDN19pgsE) produisant de la
pyocyanine. Aucun de ceux-ci n’a été détecté, ce qui confirme que PgsE agit
indépendamment d’eux. Cette expérience confirme hors de tout doute que les HAQ sont

seulement nécessaires a I’activation de la transcription de pgsE£ mais non a sa fonction.

Figure 3-51. Production de pyocyanine chez des mutants complémentés par pgsE.

3.3.4 Lien entre PqsE et les AHL

Les différentes approches biochimiques et microbiologiques utilisées dans 1’étude
de la production ou de la modification des HAQ chez le mutant pgsE ont permis de
démontrer que la protéine PgsE n’agit aucunement sur ceux-ci mais qu’ils sont

nécessaires pour activer la transcription du géne qui la code.
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Si PgsE n’agit pas sur les HAQ, il se peut toutefois qu’il puisse agir sur d’autres
molécules-signal telles que les AHL. Cette hypothése est en accord avec le fait que PgsE
posséde des homologies avec des hydrolases, dont les substrats sont en général de petites
molécules. Elle s’accorde également avec la forte inhibition d’'un bon nombre de genes
régulés par le QS chez un mutant pgsE".

Bien que PgsE influence de nombreux génes régulés par le QS, la transcription des
geénes lasR et rhIR orchestrant ce dernier n’est pas ou peu affectée dans un mutant pgst”
selon les données transcriptomiques disponibles. 11 est toutefois possible que notre
protéine agisse indirectement sur ces régulateurs par l’intermédiaire de leurs auto-
inducteurs, les AHL. Ces molécules peuvent en effet étre dégradées par hydrolyse du lien
ester du noyau cyclique de I’homosérine lactone (Figure 3-52) (Frommberger et al.,
2005). Dans I’hypothése ou PgsE est une hydrolase, il est utile de vérifier son action

éventuelle sur ces molécules.
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Figure 3-52. Mécanisme d’hydrolyse du cycle aromatique des AHL.
R = Chaine carbonée de longueur variable. Adapté de Frommberger er al. (2005).

3.3.4.1 Analyse de la production des AHL chez la souche sauvage et chez
le mutant pqsE" par essai biologique

11 existe de nombreux outils mis au point pour détecter la présence d’AHL dans un
échantillon (Ravn et al., 2001). L’un de ceux-ci implique I'utilisation d’une souche
mutante de la bactérie Chromobacterium violaceum. Cette bactérie produit un pigment, la
violacéine, régulé par un systéme de QS. Un mutant déficient dans son systéme de QS
présente un phénotype incolore, ce qui est le cas du mutant CV026. En présence
d’homosérines lactones exogénes, le QS est activé ou inhibé, ce qui restaure ou inhibe la
production de violacéine.

La production de molécules réagissant avec C. violaceum CV026 chez la souche

sauvage PA14 et chez le mutant pgsE a été comparée. Un extrait non polaire du
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surnageant de ces souches a été séparé par TLC. La plaque a ensuite été exposée au
mutant CV026 avec et sans C4-HSL pour localiser la présence des AHL a courte et a
longue chaine, respectivement. Ces résultats ont montré une méme induction de
violacéine chez PA14 et chez pgsE™ (Figure 3-53A et B). La production et la dégradation
du C4-HSL ne sont donc pas affectées par PqsE. Si ’'induction de violacéine reste
semblable dans les deux souches, J’observe toutefois qu’a une DOggo de 4 une inhibition
de la violacéine est également présente (Figure 3-53B). Puisqu’il semblerait qu’au moins
une AHL a chaine courte co-élue avec une AHL a chaine longue, je décide de tester un
nouveau solvant dans le but d’améliorer la séparation des différents composés.

Lors de la détection des AHL a chaine longue, deux zones d’inhibition ont été
observées uniquement chez la souche sauvage (Figure 3-53C). Afin de vérifier si celles-ci
sont dues 4 la présence d’AHL ou 4 un compos¢ ayant empéché la croissance de C.
violaceum, ’agar au niveau de [D’inhibition est récupéré, dissous avec un tampon
phosphate et réinoculé sur une gélose contenant de la kanamycine pour sélectionner C.
violaceum. Aucune croissance n’a été observée, ce qui démontre que I’inhibition n’était
pas due 4 la présence d’AHL mais a celle d’un compos¢ antibactérien produit par PA14 et
absent dans pgsE". Etant donné son profil de migration sur TLC, il est plausible que ce

compos€ soit la pyocyanine.

Figure 3-53. Bio-essai : Détection des AHL chez PA14 et Pp4qsE par C. violaceum CV026.

(A) Détection (production de violacéine) des AHL a courte chaine (égale ou inférieure a 8 carbones), DOy,
= 2. (B) Détection (production de violacéine) des AHL a courte chaine (égale ou inférieure a 8 carbones),
DOggo = 4. (C). Détection des AHL 3 longue chaine carbonée (inhibition de production de violacéine). Les
fleches blanches identifient les différences observées entre la souche sauvage PA14 et le mutant pgs£ .
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En conclusion, aucune différence n’a été observée dans la production d’AHL chez

la souche sauvage par rapport au mutant pgsE .

3.3.4.2 Etude de la dégradation des AHL par PqsE

L’avantage du bio-essai présenté a la section précédente était de pouvoir suivre la
production de toutes les AHL en une seule méthode. De plus, elle permettrait de détecter
d’autres molécules extracellulaires affectant I’activité de régulateurs de type LuxR. Par
contre, cette méthode est nettement moins sensible que I’analyse par LC-MS. Elle est
également limitée par la méthode de chromatographie utilisée. Si deux composés
intéressants migrent au méme endroit sur la plaque TLC, I’'un pourrait masquer I’effet de
l’autre. Pour ces raisons, les AHL majoritaires de P. aeruginosa ont été suivies
spécifiquement par LC-MS chez la souche sauvage PA14 et chez le mutant pgsE .

Puisque ’hypothése & vérifier est I’éventuelle hydrolyse des AHL par PqsE, un
suivi de leur dégradation a été réalisé. Le culot cellulaire obtenu a partir de 4 ml d’une
culture (DOggo = 4) du mutant pgsE™ ou du mutant pgsE™ complémenté avec pDN19pgsE
est dissous dans 750 pl de tampon phosphate a pH 6,5 et en présence de zinc, dans
’éventualité ou PgsE nécessiterait du zinc pour fonctionner. Une quantité de 1 mg/l de
C4-HSL et de 3-0x0-Cj2-HSL a été ajouté, et le suivi de leur stabilité a été analysé par
LC-MS. La Figure 3-54 montre qu’aucune différence significative n’est observée pour les
deux molécules-signal, en présence ou en absence de PgsE. On observe une dégradation
du 3-0x0-C)-HSL aprés 3 heures d’incubation, mais celle-ci est indépendante de la

présence de PqsE.
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Figure 3-54. Détection LC-MS de la dégradation des AHL en présence de PqsE.

3.3.4.3 Analyse comparative de la production et de la dégradation des AHL
chez la souche sauvage et le mutant pasE” par LC/MS

Les cinétiques de production et de dégradation des auto-inducteurs des systémes
Las et Rhl, respectivement le 3-0x0-C;,-HSL et le C4-HSL, ont été suivies par LC/MS.
Le laboratoire de spectrométrie de masse du Dr. Frangois Lépine a élaboré un protocole
de suivi des AHL intactes ou hydrolysées par LC/MS (non publié). Celui-ci a été utilisé
pour le suivi de la production et de la dégradation de ces molécules dans le surnageant de
la souche sauvage et du mutant pgsE". Pour chaque point d’échantillonnage, 2 ml des
cultures bactériennes de PA14 et de pgsE ont été centrifugés. Le surnageant a ensuite été
injecté dans le LC-MS pour analyse. Les résultats obtenus (Figure 3-55) ont clairement
montré que la production et la dégradation des AHL chez P. aeruginosa sont
essentiellement similaires entre la souche sauvage et le mutant pgsE . PqsE n’agit donc

pas sur ces auto-inducteurs.
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Figure 3-55. Analyse par LC-MS de la cinétique de production et de dégradation des AHL
principaux de P. aeruginosa dans PA14 et son mutant pgsE".

3.3.5 Lien entre PgsE et les régulateurs du quorum sensing

Malgré ses homologies avec une hydrolase dépendante du zinc, aucune petite
molécule pouvant agir comme substrat de PqsE n’a pu étre détectée. Les différentes
molécules-signal connues produites par P. aeruginosa et essentielles aux systemes de QS
ont toutes été étudiées spécifiquement sans pouvoir observer aucun effet de cette enzyme
putative sur celles-ci. Des analyses plus globales, permettant de comparer la totalité des
molécules intra- et extracellulaires présentes chez la souche sauvage PA14 et chez le
mutant pgsE par LC-MS, n’ont mené a la découverte d’aucun substrat pour PqsE non
plus.

Puisque PgsE agit sur de nombreux génes contrdlés par le QS mais qu’il n’influence
pas la production des molécules-signal, il reste a vérifier s’il ne peut pas affecter

directement I’un des régulateurs du QS.

3.3.5.1 PgsE et RhIR agissent-il sur la méme voie de régulation de la
pyocyanine ?

Le lien qui unit PgsE et RhIR reste encore a ce jour énigmatique. Comme expliqué

précédemment (voir section 3.3.2.2.1.1 p219) ainsi que par d’autres publications (Déziel
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et al., 2005; Diggle et al., 2003), il existe un chevauchement entre les genes régulés par
RhIR et ceux régulés par le systéme Mv{R-PQS via PqsE. PgsE et RhIR agissent-il dans
une méme voie de régulation ou empruntent-ils un parcours indépendant 1’un de 1’autre ?
L’un peut-il fonctionner en absence de I’autre ? Puisqu’un mutant pgsE™ exprime RhIR, et
qu’inversement un mutant rhIR’ (sur)exprime PqsE, mon hypothése est que les deux
doivent étre réunis pour activer leur régulon. II faudrait donc vérifier expérimentalement
si P'un des facteurs régulés par ces deux enzymes, soit la pyocyanine par exemple,

requiert bien la présence de ces deux génes pour étre activé.

3.3.5.1.1 Expression de la pyocyanine dans un mutant lasR- exprimant pqsE
et /ou rhiR

Afin d’éviter les obstacles rencontrés lors de I’utilisation d’un systeéme hétérologue,
J’ai décidé de choisir 1’alternative d’un mutant de P. aeruginosa qui n’exprimerait ni
PgsE ni RhIR. Le régulateur LasR contrdle I’expression de rhIR (voir Figure 1-3 p. 17),
ainsi que celle de pgsE via son contrdle sur myfR (Wade et al., 2005). Le mutant lasR"
devrait donc n’exprimer aucun de ces deux genes, du moins avant le début de la phase
stationnaire (Dekimpe & Déziel, 2009). Il ne produit d’ailleurs pas de pyocyanine avant
ce stade. Donc, si on exprime soit pgsE, soit rhiR, soit les deux de maniére constitutive
chez un mutant lasR et qu’on évalue I"apparition de la pyocyanine, on devrait étre en
mesure de confirmer que cette dernicre dépend bien de ces deux enzymes. On s’attend
donc a trouver une production précoce de pyocyanine en présence des deux génes
exprimés constitutivement, et aucune production de pyocyanine avancée en absence de
’un d’eux seulement.

Comme attendu, la souche produisant le plus de pyocyanine est celle qui exprime de
fagon constitutive pgsE et rhiR (Figure 3-56A). La production du pigment est méme
devancée. En effet, elle commence a étre produite par la souche sauvage vers une DOgq
de 2,5-3 dans le milieu TSB, tandis qu’elle est déja présente a une DOggo de 1 lors de la

surexpression de rhiR et de pgsE (Figure 3-56B).
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Figure 3-56. Quantification de la production de pyocyanine par un mutant lasR” exprimant
constitutivement pgsE et /ou rhiR durant (A) toute la croissance bactérienne et (B) durant le début de
la phase exponentielle.

Un mutant lasR™ ne produit pas de pyocyanine avant la fin de la phase stationnaire.
Lors de la surexpression de pgsE, la pyocyanine est produite un peu plus t6t (DOgoo de 6),
mais nettement aprés la souche sauvage (DOsgo de 2,5). Ceci est probablement di a
I’absence de rhiR, qui n’est exprimée chez le mutant lasR™ qu’a cette DOsgoo (Dekimpe &
Déziel, 2009). Par contre, surexprimer rh/R semble suffire pour produire de la
pyocyanine plus précocement et en plus grande quantité que chez la souche sauvage.
Cette observation méne a deux hypothéses possibles : [1] pgsE n’est pas nécessaire en
début de croissance dans un mutant lasR™ pour générer de la pyocyanine, ou [2] pgsE est
exprimé suffisamment tot dans ce mutant pour produire ce pigment. Malgré le fait que
mvfR soit connu pour étre controlé par LasR (Hentzer et al., 2003; Schuster ef al., 2003;
Wade er al., 2005; Xiao et al., 2006b), on sait également que le mutant /asR™ produit de
grandes quantités de HHQ (D'Argenio et al., 2007; Déziel et al., 2004) et de PQS (Diggle
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et al., 2003), ce qui démontre que 1’opéron P4sABCDE est transcrit. Ainsi, la seconde

hypothése selon laquelle pgsE est présent dans ce mutant a été privilégiée.

3.3.5.1.2  Un mutant lasR" produit de la Pyocyanine en absence de PqsE

Afin de vérifier qu’en absence de PqsE aucune production de pyocyanine n’est
possible, méme en surexprimant rhlR, chez le mutant lasR’, j’ai bloqué la transcription de
’opéron pgsABCDE avec un inhibiteur, le 6-FABA (voir section 2.3.2.2, p. 80). Cet
inhibiteur bloque la synthése des HAQ, dont le HHQ et le PQS qui sont des ligands de
MvIR. Puisque ce régulateur est privé de ses ligands, la transcription de Popéron
P4sABCDE que MvfR active directement est compromise. Je m’assure ainsi que pgsE
n’est pas exprimé dans la souche lasR” supplémenté de 6-FABA, 4 moins de P’exprimer
en frans de maniére constitutive. Je peux donc répéter I’expérience présentée ci-dessus.
La Figure 3-57 montre que le 6-FABA a complétement inhibé la production de
pyocyanine chez la souche sauvage, mais pas chez les souches lasR" surexprimant rh/R, et
ce meéme lorsque I’expression de pgsE est inhibée par le 6-FABA. Ce résultat suggére que

le mutant /asR’ est capable de produire de la pyocyanine en absence pgsE.
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Figure 3-57. Quantification de la pyocyanine en présence de 3 mM de 6-FABA dans différentes
souches.
rhiR+ : vecteur pUCPSKrhiR ; pgsE+ : vecteur pDN19pgsE.

A ce point de mes travaux, aucune souche dérivée de P. aeruginosa PA14 n’était
capable de produire de la pyocyanine en absence de PqsE. L hypothése proposée ici était
donc audacieuse et méritait d’étre vérifiée avec minutie. Pour confirmer que PqsE n’est
pas nécessaire pour produire de la pyocyanine dans un mutant /asR™ exprimant rh/R, un
double mutant lasR pgsE a été généré. Ce double mutant ne produit pas de pyocyanine,
méme lors de la phase stationnaire de croissance, ce qui le différencie du simple mutant
lasR (Dekimpe & Déziel, 2009). Exprimer constitutivement rh/R dans cette souche
résulte en une production de pyocyanine (Figure 3-58A). Ceci démontre que PqsE n’est
pas nécessaire pour activer la production de pyocyanine dans un mutant /asR'.

Pour confirmer hors de tout doute cette découverte, ’ADN du double mutant
exprimant rhIR et produisant de la pyocyanine a été extrait et amplifié par PCR. Des
amorces amplifiant le géne pgsE ont été utilisées pour confirmer la délétion dans ce géne.

La Figure 3-58B démontre la délétion dans le géne pgsE pour le double mutant.
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Figure 3-58. (A) Quantification de la production de pyocyanine par spectrophotométrie dans un
double mutant lasR pgsE" (pUCPSKrhlR). (B) Amplification PCR du géne pgsE.
(1) PA14. (2) Mutant pgsE". (3) Double mutant lasR'pgsE" exprimant rhiR et produisant de la pyocyanine.

Ces diverses expériences ménent a la conclusion que RhIR peut réguler la
production de pyocyanine en absence de PqsE dans certaines conditions telles que celles
rencontrées dans un mutant lasR". PqsE n’est donc pas strictement nécessaire pour la
production de pyocyanine. Par contre, mes résultats suggerent que PqsE ne peut quant a
elle agir en absence de RhIR, puisque sa surexpression n’induit pas la production de
pyocyanine dans le mutant lasR” lorsque RhIR n’est pas exprimé. Cela appuie I’hypothése
que RhIR intervient dans la voie de régulation de PqsE sur la biosynthése de la

pyocyanine.

3.3.5.1.3 Un mutant pqsE surexprimant rhiR ne produit pas de pyocyanine,

et vice versa

Puisqu’une surexpression de rhlR suffit a restaurer la production de pyocyanine

dans un mutant /asR" en absence de PgsE, il serait intéressant d’étudier P’effet de cette
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surexpression dans d’autres souches. La Figure 3-59A montre que surexprimer r#IR chez
le mutant pgsE" induit peu de production de pyocyanine, alors que cette production était
beaucoup plus élevée chez le mutant JasR™ (Figure 3-56). Afin de confirmer également
que I’absence de pyocyanine chez le mutant r4#/R” n’est pas due a une absence de pgsE, ce
demnier a été surexprimé dans cette souche, mais cela n’a pas généré de pyocyanine non
plus (Figure 3-59B). Ces résultats confirment que RhIR et PqsE sont tous les deux
nécessaires pour activer la production significative de pyocyanine, hormis chez le mutant

lasR" ou PgsE n’est plus important.
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Figure 3-59. Production de pyocyanine lors d'une surexpression de (A) rhiR ou de (B) pgsE dans
différentes souches aprés 9 heures de culture.

3.3.5.1.4 Lien entre le C,-HSL et le role de PqsE

Le systéme Rhl est essentiel pour induire la production de pyocyanine dans P.
aeruginosa. Le role primordial de RhIR a été démontré dans les expériences précédentes.
Ce régulateur nécessite la présence de son auto-inducteur, le C4-HSL, pour étre actif.
Bien que PgsE n’agisse pas directement sur cet auto-inducteur, qu’en est-il du role du Cs-
HSL dans I’activation de la pyocyanine en présence ou en absence de cette enzyme ?

Pour le vérifier, différentes concentrations de C4-HSL ont été ajoutées chez les mutants
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lasR’ et lasR pgsE (le C4-HSL est produit seulement en fin de phase stationnaire dans ce
mutant, lorsque RhIR est exprimé, voir Figure 1-4 p. 19). Le C,-HSL induit la production
de pyocyanine chez le mutant /asR". Cette induction n’a toutefois pas lieu chez le mutant
lasR pqsE" (Figure 3-60A). Pour confirmer ce résultat intriguant, jai surexprimé rh/l dans
ces deux mutants et j’ai comparé la production de pyocyanine dans ces nouvelles souches
et dans celles exprimant rA4/R. La Figure 3-60B montre également que rAll surexprimé
induit la pyocyanine dans /asR™ mais pas du tout dans lasR'pgsE". L’induction reste
toutefois beaucoup plus limitée que celle observée lors de la surexpression de rilR. Ces
résultats suggérent que PqsE permet une meilleure activation de la production de la

pyocyanine par le C4-HSL.
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Figure 3-60. Analyse par spectrophotométrie de la pyocyanine chez les mutants lasR" et lasR pgsE
(A) ajout de C4-HSL, échantilionnage 4 une DO de 6 : (B) surexpression de rhll (pUCPSKrhil) ou de rhiR
(PUCPSKrAIR) et cinétique de production de pyocyanine.

La production de pyocyanine en présence de Cs-HSL chez le mutant /asR est

induite plus tardivement que chez la souche sauvage. Etant donné les résultats précédents,
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il semble que PqsE soit nécessaire pour observer 1’effet d’un ajout de C4-HSL sur la
production de pyocyanine. Il est donc probable que I’apparition plus tardive de la
pyocyanine dans lasR™ en présence de C4-HSL soit due a ’expression plus tardive de
pgsE dans ce mutant. Pour le confirmer, j’ai exprimé constitutivement pgsE chez le
mutant lasR’, en présence ou en absence de C4-HSL. En présence de pgsE et de C4-HSL,
la production de pyocyanine est plus fortement avancée qu’en présence de 1’un ou I’autre
ajouté séparément. Ces résultats appuient I’hypothése selon laquelle le C4-HSL est plus

efficace pour activer la production pyocyanine lorsque PqsE est présente.

30

=

2
I8 25- w

& | G f—e—pPAa14 ]
S 20 : —8&—LasR '
2 ; —O— LasR + C4-HSL |
€ ; | -- @ --LasR + pDN19pgsE

5 15 ! __--0--LasR + pDN19pqgsE + C4-HSL |
g :

o

3 10

[~

S

g

2 05

2

a .

0,0 ' 1
0 5 10 15 20 25 30
Temps (heures)

Figure 3-61. Analyse par spectrophotométrie de la production de pyocyanine en présence de pgsE et
/ou de 5 mg/l de C,-HSL.

J’ai voulu confirmer ces résultats en répétant I’expérience chez la souche PA14. Un
résultat similaire s’observe en début de croissance, avec une production de pyocyanine
avancée en présence de pgsE et de C4-HSL (Figure 3-62B). Par contre, cette différence
s’amenuise et disparait en début de phase stationnaire (Figure 3-62A). Ces résultats
suggérent qu’il existe des facteurs de répression de la pyocyanine présents chez la souche

sauvage et absents chez le mutant /lasR'.
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Figure 3-62. Production de pyocyanine dans PA14 en présence de pqsE et/ou de 5 mg/l de C,-HSL.
(A) Cinétique de production ; (B) Production en début de phase exponentielle (DOgg = 1,5). C4 = C,-HSL ;
pgsE+ : vecteur d’expression pDN19pgsE.

3.3.5.2 PqsE réprime un facteur de répression du quorum sensing

L’hypothése proposée est que PqsE agisse sur un facteur qui bloque RhIR. La
présence de ce facteur nécessite LasR. Il serait donc absent chez le mutant lasR’, ce qui
expliquerait que PqsE ne soit plus nécessaire dans cette souche. Ainsi, le réle de PqsE
serait de réprimer un facteur réprimant RhIR et controlé par LasR. Cette hypothése est en
accord avec le chevauchement partiel des régulons des systémes Rhl et MvVIR/PQS/PgsE.
En effet, le facteur de répression sur lequel agit PgsE peut affecter d’autres cibles en plus

de RhIR. L’étape suivante est d’identifier ce facteur de répression contrdlé par LasR.

3.3.5.2.1  QscR n’est pas le répresseur bloqué par PqsE

QscR est un répresseur du QS, appartenant a la famille des régulateurs de type
LuxR et connu pour réprimer RhIR et LasR en créant avec eux des hétérodiméres
(Chugani et al., 2001; Ledgham et al., 2003b). Le mutant gscR" surproduit par ailleurs la
pyocyanine. QscR n’est pas controlé par LasR (Ledgham e al., 2003b), mais en absence

de celui-ci, une plus grande quantité de protéines QscR est disponible pour réprimer
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RhIR. Si davantage de QscR sont exprimés dans une souche par rapport & RhIR, il y aura
répression, 2 moins que PqsE ne vienne empécher QscR d’agir. Selon cette hypothése, un
double mutant pgsE gscR™ devrait produire de la pyocyanine. Ceci a été vérifié par la
construction d’un simple mutant gscR™ et d’un double mutant gscRpgsE’, et par le suivi
de la production de pyocyanine chez ces souches. La Figure 3-63 montre que le simple
mutant produit davantage de pyocyanine que la souche sauvage, tel qu’attendu (Chugani
et al., 2001). Par contre, le double mutant ne produit pas de pyocyanine. J’ai également
exprimé constitutivement rhIR (avec pUCPSKrhIR) dans le double mutant, mais cela n’a
pas restauré la production de ce pigment. QscR n’est donc pas le répresseur bloqué par
PgsE.
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Figure 3-63. Analyse par spectrophotométrie de la production de pyocyanine chez les mutants gscR’,
a une DOgy = 5.

3.3.5.2.2  FEtude du répresseur RsaL

3.3.5.2.2.1 Un double mutant rsal pqsE produit de la pyocyanine

RsalL est également un répresseur du QS. Il est activé par LasR et réprime
directement le géne /asl, ainsi que les génes de biosynthése des phénazines (de Kievit ef
al., 1999; Rampioni et al., 2007). Un mutant rsaL” produit donc de grandes quantités de

3-0x0-C)2-HSL et de pyocyanine. Deux doubles mutants pgsE™ rsal” ont été obtenus du
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laboratoire de la Dre Laurence G. Rahme. L’un posséde une mutation a I’intérieur de
rsal” (G33), tandis que l’autre est muté au niveau de son promoteur (G49). Pour
confirmer I’identité de ces deux mutants, la production de 3-0x0-C),-HSL a été suivie. La
Figure 3-64 montre que le mutant G33 produit des quantités de 3-0x0-C;,-HSL similaires
au mutant rsql’, tandis que le mutant G49 ne surproduit pas cette molécule-signal. La
mutation du mutant G49 dans le promoteur du gene rsal affecte donc également le gene
lasl, situé & cOté. Les analyses seront donc effectudes avec le mutant G33 uniquement.

La pyocyanine a été quantifiée dans le simple et le double mutant. Comme attendu,
le mutant rsal” surproduit la pyocyanine (Figure 3-64). Ce n’est pas le cas du double
mutant, qui en produit drastiquement moins. Néanmoins, la présence de cette faible
quantité de pyocyanine en absence de PgsE est inattendue, puisqu’elle suggére a nouveau
que la pyocyanine peut étre produite en absence de ce géne.

Puisque le double mutant G33 parvient a produire un peu de pyocyanine, j’ai
mesuré sa production dans le milieu King A, connu pour favoriser la production de
pyocyanine. Dans ce milieu supplémenté de 100 UM de fer, le double mutant rsaLl’pgsE
produit autant de pyocyanine que la souche sauvage, mais moins que le simple mutant
rsaL” (Figure 3-64C).
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Figure 3-64. Etude de rsaL.

(A) Analyse LC-MS de la production de 3-0x0-C;,-HSL dans les doubles mutants rsal pgsE . (B)
production de pyocyanine chez les mutants rsal” et G33 en milieu TSB. (C) Production de pyocyanine dans
différents mutants en milieu King A contenant ou non 100 pM de fer. R+ = pUCPSKrhlR.

La pleine production de pyocyanine par le double mutant lasR pgsE™ nécessite que
rhiR soit exprimé constitutivement (Figure 3-56 p. 270 et Figure 3-64). Cependant, il ne
devrait pas étre nécessaire d’exprimer rhlR en trans chez le mutant G33 puisque la
transcription de ce régulateur n’est pas contrélée par RsaL (Rampioni er al., 2007).

Toutefois, il reste intéressant de vérifier si ’expression constitutive de rhlR dans le
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double mutant ne méne pas 3 une augmentation de la production de pyocyanine, par
exemple dans I’éventualité ou RsaL aurait un effet post-transcriptionnel sur RhIR. Ainsi,
le vecteur pUCPSKrAIR a été transféré chez le mutant G33 et la production de
pyocyanine a été comparée entre les doubles mutants surexprimant rhlR. La Figure 3-65
montre que le double mutant G33 produit trois fois moins de pyocyanine que le double
mutant lasR'pgsE’, malgré la surexpression de rhIR. Ce résultat suggére que le facteur
répresseur hypothétique sur lequel agirait PqsE est plus abondant dans un mutant rsal"

que dans un mutant /asR". Ceci va a ’encontre de I’hypothése selon laquelle le répresseur

ciblé par PqsE est RsalL.
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Figure 3-65. Analyse par spectrophotométrie de la production de pyocyanine dans plusieurs souches
exprimant constitutivement ri/R (PUCPSKrhiR), en milieu TSB.

Puisque I’hypothése est que LasR active le répresseur sur lequel PqsE pourrait agir,
surexprimer LasR devrait augmenter la production de répresseur et donc diminuer la
production de pyocyanine chez la souche sauvage PA14. Si ce répresseur est Rsal, et
qu’on surexprime /asR chez le mutant G33, on ne devrait pas observer une diminution de
la pyocyanine. Nous avons au laboratoire deux vecteurs exprimant /asR de maniére
constitutive : pUCPSK/asR et pMT1. Ces vecteurs ont été exprimés chez le mutant G33

séparément. Ils y ont généré une réponse opposée. Le vecteur pUCPSK/asR a diminué la
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production de pyocyanine, comme attendu d’aprés notre hypothése, mais pMT1 P’a
augmentée. La réponse a été identique chez le mutant /asR™ également. Cette expérience
ne me permet donc pas de déterminer clairement si RsaL est le répresseur bloqué par
PgsE.

3.3.5.2.2.2 PgsE est encore fonctionnelle en absence de RsaLL

Outre la production de pyocyanine, il existe d’autres facteurs contr6lés par PqsE.
Comme présenté au point 3.3.3.3.2 p261, surexprimer PgsE induit une diminution de
production du HHQ. Le fait-il également en bloquant un répresseur ? Celui-ci est-il Rsal
? Jai étudié la production de HHQ et de PQS dans les souches PA14 et rsal” exprimant
ou non pgsE constitutivement sur un plasmide. J’ai également suivi leur production chez
le mutant /asR’, dans lequel le répresseur serait absent. L’analyse de la somme du HHQ et
du PQS est importante, car LasR et RsaL influencent 1’expression de PqsH, qui convertit
le HHQ en PQS. Pour obtenir la totalité du HHQ produit par la bactérie, il me faut donc
combiner la concentration de HHQ avec celle du HHQ converti en PQS.

Si PqsE dégrade un répresseur hypothétique qui active la production de HHQ, on
s’attend a observer une diminution de la production de HHQ lorsque PgsE est
surexprimé. C’est en effet le cas chez la souche sauvage (Figure 3-66). Puisque ce
répresseur hypothétique est sous le contrdle de LasR, cette diminution devrait €tre
absente chez un mutant /asR’, ce qui a également été observé (Figure 3-66). Chez le
mutant rsal, on observe une nette diminution également, supérieure méme a celle
observée chez la souche sauvage. Ces résultats confirment que PqsE n’a pas d’effet dans
un mutant /asR” mais qu’il en a dans un mutant rsal . Cela suggére que Rsal n’est pas le
répresseur sur lequel il agirait. Cela indique également que PqsE agit sur la régulation des

HAQ via ce méme répresseur hypothétique contrélé par LasR.
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Figure 3-66. Analyse LC-MS de la production de (HHQ+PQS) dans différents mutants exprimant ou
non pgsk (pDN19pgsE) (DOgg9=5).

3.3.5.2.3  Le répresseur est exprimé tard dans un mutant lasR"

Comment expliquer que la souche lasR (pPUCPSKrhlR) produise davantage de
pyocyanine que le double mutant lasR pgsE (pPUCPSKrhlR) (voir Figure 3-65)? Mon
hypothése est que le répresseur sur lequel agit PqsE pourrait quand méme étre exprimé,
mais tardivement, chez le mutant lasR", tout comme le sont de nombreux autres genes
(Dekimpe & Déziel, 2009). Ainsi, lorsque le répresseur est exprimé en fin de phase
stationnaire, le double mutant devient incapable de produire de la pyocyanine, tandis que
chez le simple mutant /asR’, PqsE peut venir réprimer ce répresseur. Pour vérifier cette
hypothése, j’ai quantifié la pyocyanine produite par ces deux souches une fois le
répresseur exprimé, dans le milieu King A. Le culot du simple et du double mutant a été
récolté & une DOgy de 5 environ (lorsque le mutant /asR™ commence a faire de la
pyocyanine), lavé puis resuspendu dans le surnageant d’un mutant lasR pgsE, qui ne
contient pas de pyocyanine, et ce pour éviter de quantifier de la pyocyanine ayant été
produite avant que le répresseur ne soit présent. Les souches ont été incubées ainsi 4 h et
la production de pyocyanine a ensuite été quantifiée. Les souches possédant PqsE ont

produit nettement plus de pyocyanine, ce qui suggere que le répresseur est bien présent en
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fin de croissance dans les souches lasR™ et que PgsE le dégrade a ce moment-la (Figure
3-67).
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Figure 3-67. Analyse par spectrophotométrie de la production de pyocyanine en fin de croissance
dans les mutant /asR” (pUCPSKrhiR) et lasR pqsE" (pUCPSKrhlR).

3.3.5.2.4 Les mutants lasI et rhil produisent aussi de la pyocyanine lorsqu’ils

expriment rhiR

Si I’expression du répresseur que je cherche dépend du systéme Lasl/LasR, il est
plausible qu’un mutant las/” réagisse de la méme maniére que le mutant /asR" lorsque j’y
exprime rhIR constitutivement. J’ai intégré le vecteur pUCPSKrh/R chez le mutant lasl’
afin de vérifier cette hypothése.

Tel qu’attendu, un mutant /as/’ ne commence a produire de la pyocyanine qu’en fin
de croissance, tandis que lorsqu’il exprime rA/R constitutivement, elle apparait nettement
plus tot (Figure 3-68). Ce mutant réagit donc de la méme maniére que le mutant /asR’,
bien qu’il ne produise que le tiers de la quantité observée dans ce dernier.

RhIR est essentiel pour produire la pyocyanine. Ce régulateur nécessite la présence
de son auto-inducteur, le C4-HSL, pour étre activé. Ceci suggére que la synthase de Cq4-
HSL soit tout aussi essentielle pour activer I’expression de la pyocyanine. Pour le
vérifier, j’ai suivi la production de ce pigment chez le mutant rh/I" exprimant ou non rhlR
de maniére constitutive. Il est surprenant de constater que P. aeruginosa peut produire de

la pyocyanine lorsqu’elle surexprime rhlR en absence de C;-HSL (Figure 3-68). Ces

284



résultats confirment que les AHL ne sont pas directement essentielles 4 la production de

pyocyanine, bien qu’elles interviennent dans sa régulation.
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Figure 3-68. Analyse par spectrophotométrie de la production de pyocyanine chez les mutants lasR’,
lasT et rhil exprimant rhiR (PUCPSKrhlR).

3.3.5.3 Identification du facteur de répression bloqué par PqsE par
mutagenése aléatoire

De nombreux autres régulateurs du QS pourraient encore étre étudiés dans ’optique
d’identifier celui qui aurait un lien avec PqsE. Pour cribler de maniére plus exhaustive
tous les candidats potentiels, il était cependant intéressant de mettre au point une méthode
plus générale. Selon mon hypothése, une mutation dans le répresseur recherché ménera a
une production de pyocyanine dans un mutant pgsE". Cela signifie que dans cette souche,
les génes phzA1-G1 de biosynthése des phénazines seront activés.

J’ai construit un rapporteur transcriptionnel chromosomique pour suivre la
transcription des génes phzAI-GI chez le mutant pgsE’. Le vecteur mini-CTX-lacZ
(Becher & Schweizer, 2000) est un outil spécialement créé dans le but de générer des

fusions transcriptionnelles avec le gene de la B-galactosidase. Le rapporteur phzAl-lacZ a
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été intégré dans le chromosome du mutant pgsE’, dans lequel le promoteur phz41 n’est
pas activé. La souche présente donc un phénotype de colonie blanche en présence de X-
gal.

Afin de confirmer que le phénotype bleu-blanc permet de différencier les souches
exprimant les génes phz de celles qui ne les expriment pas, j’ai réalisé la méme
construction chez la souche sauvage PA14. Les conditions de culture ont été optimisées
pour maximiser le contraste bleu/blanc entre ces deux souches (voir la section matériel et
méthodes).

Le mutant pgsE :;phzA1-lacZ a subi une mutagenése aléatoire avec un transposon.
Lors de la mutagenése, si un transposon s’insére dans le répresseur recherché,
I’expression de phzAl-lacZ sera rétablie et le mutant présentera un phénotype de colonie
bleue sur X-gal.

Prés de 36 000 colonies ont été criblées. Sur celles-ci, 27 ont présenté un phénotype
de colonie plus bleue. Ces 27 mutants ont été cultivés en milieu liquide afin d’observer la
production de pyocyanine. Cependant, aucun de ceux-ci n’en a produit. L’activité B-
galactosidase a été réalisée sur 11 d’entre eux. La Figure 3-69 montre que deux de ces
mutants présentent une réelle augmentation de I’expression des geénes phzAl-G1 par
rapport au mutant pgsE :phzAl-lacZ, malgré le fait qu’ils ne produisent pas de

pyocyanine visible.
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Figure 3-69. Activité beta-galactosidase dans les colonies bleutées des mutants pgsE ::phzA1-lacZ
ISphoA.

Les colonnes numérotées de 1 a 11 représentent les mutants pgsE ::phzA I-lacZ ::ISphoA sélectionnés lors
du criblage.

Pour connaitre le lieu d’insertion du transposon au sein du chromosome de pgsE™
::;phzAI-lacZ, une partie du transposon et de la région chromosomique ot il s’est inséré a
été séquencée. Celui-ci s’est inséré directement dans le promoteur du géne phzA4l. Etant
donné qu’aucune production de pyocyanine n’est visible malgré une forte activité B-
galactosidase, c’est probablement au sein méme de la construction phzAl-lacZ que le
promoteur s’est intégré.

La forte augmentation de la transcription de phzAl-lacZ peut étre due a deux
raisons : [1] soit le transposon s’est inséré dans une région reconnue par le répresseur que
Je cherche : celui-ci n’étant plus capable de réprimer ce géne, on observe une meilleure
transcription; [2] soit le transposon posséde lui-méme des promoteurs qui ont pu
augmenter la transcription du géne phz4 1. Pour le vérifier, le transposon ISphoAd a été
excisé du chromosome des colonies PqsE :phzAl-lacZ::1SphoA au moyen de la
recombinase Cre (voir section.3.2.11.5.2 p- 195). Toutes les colonies devenues sensibles
a la tétracycline et donc ayant perdu le reste du transposon ont toutes perdu leur activité
P-galactosidase, ce qui confirme que Iactivation de la transcription des génes ph:z était

due aux promoteurs présents sur le transposon.
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En conclusion, sur les 36 000 colonies criblées, aucun mutant aléatoire généré chez
la souche pgsE ::phzAl-lacZ n’a permis d’obtenir une production de pyocyanine. Cette
constatation méne a trois hypothéses possibles: [1] soit le facteur de répression ne
nécessite la présence d’aucun géne pour étre exprimé, ce qui est improbable; [2] soit les
voies de répression et d’activation de la pyocyanine se chevauchent, ce qui ne permet pas
d’en inactiver une tout en conservant I’autre intacte ; [3] soit le facteur est codé par une
séquence trop courte pour étre ciblée par une mutagenése générant 36 000 mutants. Pour

plusieurs raisons citées plus bas, c’est cette derniére hypothése qui a été approfondie.

3.3.6 Lien entre PgsE et les ARNnc

Les connaissances acquises jusqu’a présent me permettent d’établir une liste des
propriétés du substrat de PqsE. Celui-ci devrait étre probablement petit et hydrolysable si
1’on considére que PqsE appartient & la famille des hydrolases. Il ne peut toutefois pas
étre une petite molécule détectable par LC-MS puisqu’aucun substrat n’a été découvert
avec cette méthode. Il doit étre soit non protéique soit étre codé sur une trés petite
séquence, puisqu’il n’a pas été identifié lors de la mutagenése aléatoire et que les gels
bidimensionnels n’ont pas permis de 1’identifier. Ce substrat devrait avoir un r6le de
répresseur contrdlé par LasR puisqu'un double mutant /asRpgsE™ surexprimant rhlR
produit de la pyocyanine. Il doit également étre impliqué dans le QS, puisque PgsE
affecte principalement les génes contr6lés par ce systéme. Enfin, le substrat transformé
par PgsE doit étre intracellulaire, puisqu’aucun surnageant et aucune molécule exogéne
testée n’a permis de complémenter le mutant pgsE .

Une seule catégorie de molécules correspond a tous ces critéres réunis. Les ARNnc
sont des acteurs essentiels de la régulation de l'expression génétique dans tous les
organismes vivants. lls sont petits, intracellulaires, sont dégradés par certaines RNases de
la famille des hydrolases, peuvent agir comme des répresseurs et sont également
impliqués dans le QS. Il serait donc trés probable que la cible de PgsE soit un petit ARN

régulateur.



3.3.6.1 Mutagenése aléatoire et criblage sur prés de 350 000 colonies

La méthode de criblage décrite plus haut est une méthode qui devrait permettre
d’identifier ce petit ARN régulateur, & condition que le criblage se fasse sur un nombre
nettement plus élevé de mutants.

Malgré I’optimisation des paramétres de criblage avec la construction mini-CTX-
PhzAl-lacZ, le criblage a la recherche de colonies exprimant plus fortement les génes phz
était compliqué par la forte activité basale du rapporteur («bruit de fond»). Pour pallier
cet obstacle, un nouveau rapporteur a été utilisé. Le vecteur pCDS101 (Sibley et al.,
2008) est un mini-CTX-phzd I-lux modifié pour éliminer la transcription résiduelle du
géne Jux. La construction a été intégrée dans le chromosome des souches PA 14 et pgsE
pour vérifier que les contrastes d’expression du gene phzAl-lux en absence ou en
présence de PqsE étaient suffisamment visibles pour réaliser le criblage. La Figure 3-70
montre que les colonies exprimant les génes phz se distinguent trés aisément des autres
colonies dans 1’obscurité. Pour générer cette photo, les souches PA14::phzA I-lux et pqsE
::phzAl-lux ont été mélangées pour un ratio de 4/96 afin de vérifier 1’expression du
rapporteur phzAI-lux. Sur les 107 colonies présentes sur la gélose, 2 présentent une
luminescence nettement supérieure aux autres. En culture liquide, ces deux colonies ont
été les seules qui ont produit de la pyocyanine, ce qui confirme ’efficacité de la méthode.
Celle-ci sera donc utilisée pour identifier ’ARN régulateur potentiel sur lequel PgsE

agirait.

Figure 3-70. Détection des souches exprimant le rapporteur phzA I-lux chez PqsE et PA14,
Un ratio de 96 bactéries pgsE phzA1-lux pour 4 bactéries PA14 phzA1-lux a été utilisé pour valider la
méthode de criblage. Photographie prise avec un temps d’exposition de 3 min.
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Une nouvelle mutagenése aléatoire a donc été réalisée avec la souche pgsE ::phzAl-
lux. Puisque les petits ARN ont une taille d’environ 100 nucléotides, ¢’est-a-dire environ
dix fois plus petite que celle des génes, il est nécessaire d’étendre le criblage sur un
nombre nettement plus élevé de colonies. Prés de 350 000 colonies ont été criblées par la
stagiaire Natacha Laprade, a la recherche de mutants capables d’activer la transcription
des génes phzAI-GI en absence de PgsE. Quelques mutants plus lumineux ont été
sélectionnés mais aucun n’a produit de pyocyanine en milieu liquide. Ce criblage a

grande échelle n’a donc pas suffi pour identifier un géne codant pour une cible de PqsE.

3.3.6.2 Recherche d’un ARN régulateur cible de PqsE par bioinformatique

La faiblesse de la méthode de mutagenése aléatoire réside dans le fait qu’il existe
des « points chauds » qui favorisent I'insertion du transposon dans certaines régions du
génome, tandis que d’autres régions ne seront jamais atteintes par ceux-ci. A la recherche
d’une alternative pour identifier I’ARN régulateur putatif, ’approche bioinformatique a
été considérée.

La protéine PqsE posséde des homologues chez plusieurs espéces de Burkholderia.
Puisque le génome de celles-ci est séquencé, je me suis intéressée aux régions
intergéniques conservées entre les souches PA14, B. thailandensis, B. pseudomallei et B.
ambifaria et qui seraient absentes chez les souches apparentées ne codant par pour un

homologue de PqsE, c’est-a-dire P. fluorescens et B. mallei.

3.3.6.2.1 Utilisation du logiciel ncDNAlign pour aligner les régions

intergéniques de plusieurs génomes

De nombreux logiciels ont été mis au point pour identifier de nouveaux ARNnc.
Ceux-ci ont été comparés et ont fait I’objet d’une revue qui met en emphase leurs atouts
et leurs faiblesses (Kulkarni & Kulkarni, 2007). Le logiciel NcDNAlign (Rose et al.,
2008) est le logiciel qui répondait le mieux aux attentes. Via ce logiciel, les régions
intergéniques des souches P. aeruginosa PA14, B. ambifaria AMMD, B. thailandensis
E264 et B. pseudomallei K96243 ont été alignées afin d’identifier les régions plus
conservées. Ces données informatiques ont été réalisées et analysées par I’étudiant en

doctorat Julien Tremblay. Aucune région spécifiquement conservée entre les différentes
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souches et absentes dans les souches de P. Sluorescens et B. mallei n’a été identifide. Le
meilleur alignement donne une valeur E de 10 et est présenté a la Figure 3-71. Celui-ci
se situe dans une région intergénique entre les génes PA3598 et PA3597. Il fait 149 pb.
Aucun terminateur rho-indépendant typique des ARN non codants n’est présent dans

cette région (Winsor ez al., 2005).

CLUSTAL 2.0.9 multiple sequence alignmentong
1.P14.1189_1_199_4

———————— ACGCGGCGCGACAGGAGCGTCGCGTCGTCCTCCGT: CCGCCAGCGAGCGGGCGD
2.BAM_3995_1_636_+

ICCGGCATTACCCTGT GCGGAAATATCG-TTTGCCGCGCGTGET CGGGCCCCACACAATCGH
3.BPM_4700_1_236_+

GACAGGCGCG~CGCTTCGGCG-—CGACGCGCAGT, ACCCGCGCGH
4.BTH_4386_1._480_+

=G-ATAGGCGAGCGCGGTCGCGAACCACGC -~ =-GI
* Yl “ * oo
1.P14_1189_1_100_+
AGGATCGGCCCGGAAAGCCGTA—-~ ~GCACAACGATGGGCGCCCGAGCGTCCGCCGGTCT O
2.BAM_3995_1_636_+
GGTCGCGTCGAAGT GCTCCGCACCCGGCGCGACGACGGCCGCCCGACATGCGGCCGGACGIl
3.BPM_4700_1_236_+
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Figure 3-71. Alignement par le logiciel ncDNAlign de la région intergénique la plus conservée entre
les souches possédant un homologue a PqgsE.

Les souches testées sont P. aeruginosa PA 14, B. cepacia AMMD (B. ambifaria), B. thailandensis E264 et
B. pseudomallei K96243. La valeur E est de 10 et le gap est de 0,7.

3.3.6.2.2  Utilisation du logiciel targetRNA pour identifier les ARN
s’hybridant sur ’PARNm de RhiR
Parallélement 4 ces travaux, j’ai ¢galement utilisé D’outil targetRNA
(http://snowwhite.wellesley.edu/targetRNAO. Ce logiciel permet d’identifier des
séquences codées par des régions intergéniques qui s hybrideraient sur un ARN messager

particulier afin d’en bloquer la traduction. Cette approche est d’autant plus intéressante

291



que I’ARN régulateur que je cherche serait un répresseur. J’ai décidé d’analyser les
séquences intergéniques capables de s’hybrider 4 I’ARN messager du géne IR, puisque
la répression affecte non seulement la pyocyanine mais également d’autres génes
controlés par RhlR. Le Tableau 3-9 présente la liste des régions intergéniques qui
pourraient s hybrider sur I’ARNm de #4/R dans la région située entre les nucléotides -30
et +20 (région déterminée par le logiciel) de part et d’autre du codon d’initiation de la

traduction.

Tableau 3-9. Liste des régions intergéniques s'hybridant avec 'ARNm de rA/R.

Rank 1G mRNA Score  Pvalue IG_start IG_stop mRNA_start mRINA_stop
1 thiB.. shiR IR -150 1.69422¢-08 95 124 -30 -1
2 PA14_01520..PA14 01540 R  -77  0.0030566 110 136 -23 7
3 PA14_28760..PA14_ 28770 rhlR -85 0.00373955 380 413 -14 20
4 PA14_36190. PA14_36200 rhiR -79  0.00421147 239 266 -18 15
5 PA14_31770.PA14_31780 rhIR  -68 0.00786277 32 7 -29 12
6 PA14_18020..PA14_18040 IR  -81 0.00898681 41 75 -2% 8

Les régions intergéniques 2 a 6 (la premiére est la séquence méme du promoteur de
rhiR et ne doit donc pas étre prise en compte) ont été analysées afin d’identifier la
présence éventuelle de terminateurs rho-indépendants, qui témoigneraient que celles-ci
codent un ARN régulateur. Le site www.pseudomonas.com permet d’identifier les
terminateurs rho-indépendants selon les critéres publiés par Kingsford et ses collégues
(Kingsford et al., 2007). Les séquences intergéniques 4 et 6 possédent respectivement un
et deux terminateurs. Etant donné les scores relativement faibles obtenus et avant
d’investir beaucoup de temps dans 1’étude de ces régions, d’autres méthodes sont testées

en espérant observer une redondance dans les résultats obtenus.

3.3.6.3 Comparaison des petits ARN présents chez PA14 et chez le mutant
pgsE’

3.3.6.3.1 Comparaison du profil de petits ARN sur gel d’électrophorése

Pour confronter les premiers résultats obtenus par prédiction bioinformatique, j’ai
utilisé des méthodes moléculaires, toujours dans le but d’identifier un petit ARN

régulateur dégradé par PqsE. Hokii et ses collégues ont mis au point une méthode de
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séparation des petits ARN au moyen d’un gel d’électrophorése 4 deux dimensions (2D-
PAGE) (Hokii et al., 2006). Celle-ci leur a permis d’identifier 12 nouveaux petits ARN

non identifiés au préalable par les logiciels bioinformatiques.

3.3.6.3.1.1  Elimination des ARNm et concentration des petits ARN

J’ai utilisé la méthode par 2D-PAGE pour isoler les petits ARN présents chez le
mutant pgsE et chez la souche PA14 (pDN19pgsE), qui surexprime pgsE. Les ARN ont
été€ séparés en trois fractions, soit les ARN supérieurs & 500 nucléotides (fraction 1), de
taille située entre 100 et 500 nt (fraction 2) et inférieurs & 100 nt (fraction 3). Ces
fractions ont migré sur gel de polyacrylamide afin de confirmer la taille des ARN
présents dans chaque fraction. La Figure 3-72A montre que la séparation a été efficace.
Dans la derniére fraction, aucun ARN supérieur a 300 nucléotides n’est visible, alors que
les plus petits ARN y sont présents de maniére concentrée. Les fractions 2 et 3 ont été
utilisées pour comparer la présence de petits ARN chez les souches pgsE™ et PA14
(pDN19pgskE).

Etant donné la faible séparation des différents petits ARN dans ces conditions, j’ai
réalisé une seconde dimension de migration en conditions dénaturantes, tel que décrit
dans Darticle présentant la méthode (Hokii ez al., 2006). Les résultats obtenus ont été
toutefois décevants. I s’est avéré que le passage entre le gel de la premiére dimension et
celui de la seconde dimension nuit fortement 3 la migration et génére une migration plus
diffuse (Figure 3-72B). La seconde dimension ne sera pas utilisée pour la comparaison

des échantillons.
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Figure 3-72. Migration sur gels de polyacrylamide des ARN du mutant pgsE".

(A) Puits 0 : échelle moléculaire : puits 1 : ARN > 500 nt ; puits 2 : 500 > ARN > 100 nt ; Puits 3 : ARN <
100 nt. 50 pg d’ARN ont été chargés pour chaque fraction. (B) Migration sur deux dimensions de la
fraction 3. (A) Premiére dimension en conditions natives ; (B) seconde dimension en conditions
dénaturantes. Les fleches et les chiffres associés indiquent le sens et la chronologie des deux migrations. 1D
= profil obtenu aprés la premiére dimension; 2D = profil obtenu aprés les deux dimensions.

3.3.6.3.1.2 Comparaison des profils d’électrophorése entre le mutant pgsE" et
PA14(pDN19pgsE)

La comparaison des petits ARN de PA14 (pDN19pgsE) et du mutant pgsE™ a été
réalisée en triplicata & partir de DIextraction d’ARN de trois cultures bactériennes
différentes pour chaque souche. Malgré une meilleure séparation des molécules, aucune
différence n’a été mise en évidence entre les deux souches (Figure 3-73). Cette méthode
n’offre pas une résolution et une séparation suffisantes pour observer tous les petits ARN

présents dans les souches.
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Figure 3-73. Comparaison des petits ARN de pqsE (1) et PA14 (pDN19pgsE) (2) en triplicata.

3.3.6.3.2  Application de la technique du SCOTS pour identifier les petits ARN
présents uniquement chez le mutant pqskE et absents chez la souche

sauvage PA14

Afin de faciliter I’identification de différences dans la présence de petits ARN en
présence ou en absence de PqsE, la méthode la plus prometteuse serait I’hybridation
soustractive. Celle-ci permet d’éliminer tous les ARN qu’ont en commun deux souches
pour ne retenir que les ARN présents seulement dans I’une d’elles. Dans ce cas-ci, je
cherche les petits ARN présents uniquement chez le mutant pgsE™ et absents de la souche
sauvage. Le SCOTS (Selective Capture Of Transcribed Sequences) est I’une de ces
méthodes d’hybridation soustractive. Une schématisation du SCOTS est présentée a la
Figure 3-11 dans la section Matériel et méthodes (p199). Cette méthode posseéde
I’avantage de travailler non pas en présence d’ARN, facilement dégradables durant les
différentes étapes de I’expérimentation, mais en présence d’ADN complémentaire,
beaucoup plus stable. Le SCOTS est une application servant a comparer deux conditions
expérimentales et a identifier les différences d’expression génique entre celles-ci
(Graham & Clark-Curtiss, 1999). Globalement, I’ADN génomique de P. aeruginosa
PA14 est marqué a la biotine. Dans un premier temps, ’ADNc de PA 14, obtenu a partir
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de PARN qu’il a exprimé dans les conditions expérimentales choisies, est mélange a
I’ADN génomique pour permettre ’hybridation des ADNc sur I’ADN biotinylé. Dans un
second temps, PADNc de pgsE, dans lequel se retrouve potentiellement I’ARN
régulateur que je cherche, est ajouté & la mixture. Les ADNc du mutant pgsE” qui ne sont
pas exprimés dans PA14 pourront s’hybrider sur I’ADN génomique, tandis que ceux déja
exprimés dans PA14 ne pourront pas s’hybrider, leur site étant déja occupé par ’ADNc
de PA14. Enfin, toutes les séquences qui se sont hybridées avec des ADNc biotinylés
sont extraites au moyen de la streptavidine. La soustraction se fait ainsi trois fois
consécutivement. L’ADNc du mutant pgsE™ qui s’est hybridé est spécifiquement amplifié
par PCR et séquencé pour en connaitre I’identité.

Le SCOTS n’a jamais été utilisé pour I’identification de petits ARN. Plusieurs tests

ont donc été réalisés afin de confirmer que cette méthode pourrait s’appliquer dans ce but.

3.3.6.3.2.1 Vérification de la présence des petits ARN dans ’ADN complémentaire

La premiére difficulté rencontrée est I’assurance de pouvoir transformer tous les
petits ARN présents en ADN complémentaire. Cette transcription inverse est réalisée en
présence d’amorces aléatoires. Celles-ci s’hybrident au hasard sur les ARN présents et
transcrivent ’ARN en ADNc. La difficulté en présence de petits ARN est de s’assurer
que malgré leur petite taille, les amorces pourront s’y hybrider et générer ainsi I’ADNCc.
Pour vérifier cela, j’ai suivi la présence d’un petit ARN régulateur connu de P.
aeruginosa, rsmZ, et sa transcription inverse en ADNc en présence d’amorces aléatoires
par «dot blot».

L’ADNc de PA14, obtenu dans des conditions propices a 1’expression de rsmZ, a
été fixé sur une membrane. Le produit PCR de rsmZ a également été fixé a la membrane
pour servir de témoin. La membrane a ensuite été incubée en présence d’une sonde
d’ADN marqué a la digoxygénine codant pour »smZ. La Figure 3-74 montre que rsmZ,
dont la taille est de 115 nucléotides, a été transcrit en ADNc, ce qui démontre que le

SCOTS peut s’appliquer a 1’étude des petits ARN.
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Figure 3-74. Détection de la présence du petit ARN rsmZ dans I'ADNc de PA14 par «dot blot».
Le produit PCR de rsmZ et I’ ADNc de PA14 ont été dilués de 1 & 1000 fois. La fléche indique la détection
de rsmZ dans I’ADN complémentaire de PA14.

3.3.6.3.2.2 Purification de 'ADN complémentaire de taille inférieure a 100
nucléotides

Lors de la transcription inverse, des amorces aléatoires sont utilisées. Celles-ci
doivent étre impérativement enlevées pour la suite du protocole, puisque d’autres
amplifications au moyen d’autres amorces seront effectudes par la suite. Comment
s’assurer d’éliminer toutes les amorces aléatoires sans perdre les petits ADNc de 70-100
nucléotides qui sont a I’étude ? Plusieurs protocoles ont été testés. La purification par
extraction sur gel a d’abord été choisie, puisque c’est la méthode la plus fiable pour
récupérer les ADNc seulement et éliminer les amorces. Toutefois, la trop grande quantité
de gel a dissoudre a fait obstacle a la purification. De I’agarase (New Englands Biolabs,
M0392S) a été ajoutée selon les instructions du fournisseur pour faciliter la dissolution du
gel mais n’a donné qu’une trés faible récupération des ADNc. Le kit Qiaex II (Qiagen),
spécialisé pour récupérer des fragments aussi petits que 40 nucléotides, a été utilisé
¢galement mais de fortes pertes ont également eu lieu lors de I’extraction sur gel. Ce kit
permet également de purifier un produit directement sans passage préalable sur gel, mais
n’est pas recommandé pour éliminer les amorces PCR. Cette solution a été tentée mais
devait étre validée afin de confirmer I’élimination de toutes les amorces présentes dans le
produit. Aprés purification avec le kit Qiaex II sans passage sur gel, aucune amplification
n’a eu lieu par PCR en absence d’ajout d’amorces, et ce a toutes les températures
d’hybridation testées. Par contre, un ajout d’amorces amplifiant I’ADNc de pgsE a

généré une amplification avec une température d’hybridation située entre 57 et 64°C. Ces

297



résultats confirment que le kit QiaexII peut étre utilisé pour éliminer les amorces dans

I’application de la méthode SCOTS pour I’étude des petits ARN.

3.3.6.3.2.3 Analyse des résultats obtenus par SCOTS : identification des
petits ARN présents uniquement en absence de PqsE

3.3.6.3.2.3.1 Identification des séquences intergéniques obtenues par SCOTS

J’ai mis au point la totalité du protocole SCOTS, j’ai préparé les échantillons
d’acides nucléiques nécessaires pour toute la méthode et ai réalisé les trois premicres
rondes d’hybridation visant & enrichir ’ADNc des souches PAl4 et pgsE". Les trois
rondes de soustraction ont ensuite été effectuées par le Dr. Martin Lamarche, post-
doctorant dans le laboratoire du Dr. Déziel, qui reprend la suite du projet. La compilation
des séquences obtenues a été traitée par bioinformatique par 1’étudiant au doctorat Julien
Tremblay. Exactement 383 fragments d’ADNc résultant de 1’enrichissement ont été
clonés et séquencés. Parmi eux, 272 sont codés sur 144 ORF différentes exclusivement. 1
est notable que 97 séquences chevauchent un cadre de lecture et une région intergénique,
et que 13 sont codées exclusivement sur 8 régions intergéniques différentes. Ces génes et
régions intergéniques sont listés a I’ Appendice G.

Les séquences codées exclusivement ou principalement par un cadre de lecture
ouvert, et débordant sur une région intergénique, représentent probablement I’ARN
messager comprenant la région codante et la séquence promotrice qui la régule. Ces
séquences sont donc moins intéressantes pour ce projet. Les séquences codées
exclusivement ou presque dans des régions intergéniques sont présentées a la Figure
3-75. Pour débuter I’étude de ces régions intergéniques, les travaux se concentreront sur

les séquences codées exclusivement sur des régions non codantes.
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Figure 3-75, Localisation des séquences codées majoritairement ou exclusivement dans des régions
intergéniques sur le génome de PA14 (figure réalisée par Julien Tremblay).
Les 13 séquences situées exclusivement sur des régions intergéniques sont encadrées.

3.3.6.3.2.3.2 Présence des régions intergéniques identifiées sur la biopuce Affymétrix

Dans le transcriptome du mutant pgsE’, deux régions intergéniques
(ig_6125795 6125079 et 1g_727608_721556) montrent une expression supérieure a celle
de la souche sauvage PA14. La premiére séquence se situe entre les génes PAS440 et
PA5441 (il faut souligner que la biopuce Affymétrix utilise comme sondes les séquences
génétiques non pas de PA 14 mais bien de PAOI1). Néanmoins, la région orthologue chez
PA14 montre que cette séquence d’ADN code en réalité un gene (PA14 71830), absent
chez PAOI, selon les annotations disponibles sur le site www.pseudomonas.com (Figure
3-76). Quant a la seconde séquence, elle code de I’ARN ribosomal. Ces deux régions ne
correspondant donc pas a des régions intergéniques susceptibles de coder un ARNnc chez

PA14, elles n’ont donc pas été davantage étudiées.
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Figure 3-76. Comparaison de la région intergénique ig_6125795_6125079 chez PAOL1 et de sa région
orthologue chez PA14 (www.pseudomonas.com).

Si PqsE agit sur un petit ARN en le dégradant, pourquoi n’a-t-il pas été identifié
lors de cette étude transcriptomique ? Les régions identifiées par le SCOTS sont-elles
présentes sur les biopuces Affymétrix utilisées pour 1’étude du transcriptome des souches
de P. aeruginosa ? Afin de le vérifier, j’ai identifié¢ les génes avoisinant ces régions
intergéniques dans PA14 et j’ai analysé la présence d’orthologues & ceux-ci dans PAOL.
Le Tableau 3-10 montre que 4 (IR_2940, IR_4372, IR_5802, IR_7836) des 8 régions
identifiées par le SCOTS ne sont pas présentes sur la biopuce. Sur les 4 régions présentes
sur celle-ci, une seule (IR_6238) se situe dans une région conservée entre PA14 et PAOI.
Les trois autres montrent des divergences entre les deux souches au niveau des génes
avoisinant la région intergénique, ce qui suggére que celles-ci puissent étre différentes de
celles dans PA14. Ainsi, 7 des 8 régions intergéniques identifiées par le SCOTS ne

peuvent pas étre détectées par la biopuce Affymétrix.
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Pour le moment, la caractérisation des 8 régions intergéniques identifiées par le
SCOTS est en cours. Ces régions vont étre délétées chez le mutant pgsE". Si I’'une d’entre

elles code le répresseur recherché, le mutant obtenu devrait produire de la pyocyanine.

3.4 Discussion et perspectives

La protéine PqsE est une protéine essentielle pour la pleine expression de la
virulence et de nombreux génes dépendants du QS chez P. aeruginosa. Son étude est
indispensable pour comprendre les mécanismes de régulation impliqués dans ce systéme
de communication intercellulaire. En effet, si celui-ci est inhibé au moyen de certains
composés, il pourrait étre une cible trés intéressante dans 1’élaboration de traitements
antibactériens contre P. geruginosa.

Le géne pgsE a été rapporté pour la premiere fois en 2002, lors d’une mutagenése
ciblant des mutants déficients dans la production de pyocyanine, un facteur de virulence
contrdlé par le QS chez P. aeruginosa (Gallagher et al., 2002). Depuis pres de huit ans,
de nombreuses équipes de recherche se sont penchées sur I’étude du rdle de PqsE. Les
premiéres publications ayant comme sujet principal cette protéine et sa fonction n’ont
commencé 3 paraitre que ces deux derniéres années, et a ce jour sa fonction n’a toujours
pas été élucidée (Farrow et al., 2008; Hazan et al., 2010; Rampioni et al., 2010; Yu et al.,
2009).

Au cours de ma thése de doctorat, j’ai exploré de trés nombreuses avenues dans la
recherche de la fonction de PqsE. Les principales avancées dans ce domaine sont
discutées dans cette section. Celle-ci est divisée en sous-sections reprenant chacune des
caractéristiques étudiées de PqsE. Par la suite, les différentes caractéristiques seront
remises en contexte pour présenter les hypothéses les plus probables sur la fonction de

PgsE.
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3.4.1 PqgsE est une métallo- B-lactamase unique

3.4.1.1 PqsE appartient a la grande famille des métallo-hydrolases mais ne
clive pas de noyau B-lactame

L’¢tude de la structure primaire de PgsE a permis d’identifier certains domaines
fonctionnels tels que le COG0491 et le pfam00753. La superfamille des hydrolases
dépendantes du zinc ou MBL pour Metallo-B-lactamases et possédant le domaine
COG0491 regroupe 16 sous-familles aux fonctions biologiques trés différentes les unes
des autres (Bebrone, 2007; Daiyasu et al., 2001), ce qui ne permet pas de déterminer une
fonction pour PqsE basée sur son homologie avec ce domaine conservé. Quant au
domaine pfam00753, il appartient & 1’une de ces 16 sous-familles, celle des métallo-p-
lactamases de classe B (groupe 1), impliquée dans I’hydrolyse des noyaux B-lactames et
constituée de 3 sous-groupes, les B, B2 et B3 (Garau et al., 2005). Les sous-groupes Bl
et B3 regroupent des métallo--lactamases a large spectre, tandis que le sous-groupe B2
posséde un spectre plus étroit (Boschi et al., 2000). Toutefois, les tests réalisés a la
section 3.3.1.3 p207 montrent que PqsE n’est pas impliqué dans la résistance aux p-

lactames. PqsE ne fait donc vraisemblablement pas partie de ce groupe.

3.4.1.2 PqsE n’appartient & aucune sous-famille existante de métallo-
hydrolases

Au sein des 15 autres groupes de la superfamille des métallo-B-lactamases se
retrouvent des enzymes possédant un profil de lactamase mais agissant sur des substrats
autres que les B-lactames (Daiyasu ef al., 2001). Cinq domaines conservés caractérisent
cette superfamille et tous ses membres ont également une structure secondaire affa.

Le motif 2 est le plus caractéristique et posséde la région HxHxDH trés conservée
parmi toutes les familles des hydrolases dépendantes du zinc. Cette région participe a la
fixation du métal sur la protéine. Sur les cinq motifs caractéristiques des hydrolases, les
motifs 2, 3, 4 et 5 sont présents dans la séquence de PqsE, ce qui indique qu’elle pourrait

effectivement faire partie de ’une des sous-familles d’hydrolases dépendantes du zinc.
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3.4.1.2.1 Caractéristiques communes avec les hydrolases métabolisant '’ARN

Selon les résultats obtenus avec le logiciel BLOCKS (voir section 3.3.1.6 p210), les
homologies de séquence les plus fortes avec la séquence de PqsE se font avec un domaine
IPR011108 présent sur les hydrolases impliquées dans le métabolisme de ’ARN. Ces
hydrolases sont principalement impliquées dans le clivage et la polyadénylation des ARN
(groupe 6) chez les eucaryotes et chez les archéobactéries (Daiyasu e al., 2001).
Toutefois, le logiciel BLOCKS n’a détecté qu’un seul des trois motifs conservés du
domaine IPR011108 dans PgsE. PqsE ne posséde pas non plus les domaines pfam07521
et B-CASP, présents sur toutes les enzymes possédant le domaine IPR0O11108
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR011108#PUB00014290).

3.4.1.2.2 Caractéristiques communes avec les hydrolases se liant au fer

L’an dernier, un groupe de chercheurs a publié la structure cristalline de PqsE (Yu
et al., 2009). Ceux-ci ont divulgué des renseignements intéressants sur cette enzyme. Elle
posséde bien la structure offa typique des métallo-B-lactamases, mais posséde deux
hélices alpha supplémentaires dans sa région C-terminale, ce qui limite I’acces a son site
catalytique. Par contre, la disposition de ce demnier en deux tunnels opposés suggere que
le substrat de PqsE puisse étre une molécule de forme allongée. Les atomes métalliques
observés au niveau des sites de liaison de PgsE montrent qu’elle se lie au fer et non pas
au zinc. Les hydrolases connues pour lier le fer appartiennent au groupe des glyoxalases
de type Il (groupe 2), des flavoprotéines de type A dont la rubrédoxine:oxygéne
oxydoréductase (groupe 3) (Gomes et al., 2002), des arylsulfatases (groupe 4), des
protéines de liaison a la choline (groupe 9) (Bebrone, 2007) et des monoxygénases
(groupe 11) (Daiyasu et al., 2001). Puisque PgsE lie le fer, elle pourrait donc appartenir a
I’un de ces sous-groupes.

Lors d’une étude répertoriant des glyoxalases putatives dans de nombreux génomes
procaryotes et eucaryotes, PqsE a été sélectionnée comme candidate et a été alignée avec
les autres glyoxalases de type Il putatives (Ridderstrom & Mannervik, 1997). J’ai donc
testé I’activité glyoxalase de PqsE et démontré que cette protéine n’intervenait pas dans le

métabolisme du glyoxal (section 3.3.1.4 p209).
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Puisque les arylsulfatases sont également connues pour lier le fer, et que le logiciel
de prédiction de structure protéique ROBETTA associe la structure prédite de PqsE a
celle de I’arylsulfatase SdsAl, son activité sulfatase a été testée (section 3.3.1.5 p209).
Les résultats obtenus n’ont pas permis d’appuyer I’hypothése de 1’appartenance de PgsE
a ce sous-groupe d’hydrolases.

La plus grande difficulté réside dans le fait que PgsE ne partage toutes ses
caractéristiques avec aucune des 16 sous-familles d’hydrolases. De plus, aucune
hydrolase n’est connue pour affecter des centaines de génes chez une bactérie, ce qui rend
PqsE unique. Un récapitulatif des différentes sous-familles et des caractéristiques qu’elles

partagent ou non avec PqsE est présenté dans le Tableau 3-11.
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Tableau 3-11. Liste des sous-groupes appartenant 4 la superfamille des métallo-f-lactamases
(Bebrone, 2007; Daiyasu ef al., 2001) et leurs caractéristiques connues semblables ou différentes de

PgsE.
Numéro du | Activité enzymatique Caractéristiques Caractéristiques
groupe communes avec PqsE absentes de PgsE
| métallo-B-lactamases de classe B | Environ 250-300 acides | activité antibiotique, pas
aminés de liaison au fer
2 Glyoxalases de type II Liaison au fer, environ | Détoxification du
250 acides aminés glyoxal
3 Flavoprotéines Liaison au fer Domaine flavodoxine
4 Arylsulfatases 300 acides aminés, lient | Activité arylsulfatase
le fer
5 Cyclases
6 Facteurs de clivage et de | La plus forte homologie | Environ 500-600 acides
polyadénylation de séquence aminés ; motif de liaison
a4 IPARN ; chez les
eucaryotes et les
archaebactéries
7 Réparation de PADN Eucaryotes et
archaebactéries,
domaine  beta-CASP,
pas de motif 5
8 Clivage de [PADN pour Région de liaison a la
transformation naturelle membrane, pas de motif
3
9 Protéines de liaison a la choline | Lient le fer Domaine de liaison a la
choline
10 Utilisation du  phosphonate
(PhnP)
11 CMP-N-acetylneuraminate Lient le fer Chez les eucaryotes
monoxygénases
12 Résistance antibiotique Résistance antibiotique
13 Alkyl sulfatases
14 Hydrolases de  carbofuran 700 acides aminés, deux
(insecticide) régions associées aux
métallo-hydrolases
15 Hydrolases de méthylparathion
(insecticide)
16 Phosphodiestérases

3.4.2 PgsE affecte de nombreux facteurs contrélés par le quorum

sensing chez P. aeruginosa

Outre le fait que PqsE posséde tous les domaines enzymatiques pour €tre une
métallo-hydrolase, on sait également qu’il agit sur un trés grand nombre de genes
controlés par le QS (Hazan er al., 2010, Rampioni ef al., 2010). La caractérisation
approfondie du mutant pgsE™ a été réalisée afin d’identifier clairement les facteurs

dépendants de PqsE.

306



3.4.21 Caractéristiques du mutant pqsE’ selon les conditions
expérimentales

Le mutant pgsE” a entre autres été soumis 2 prés de 20000 conditions
expérimentales différentes par Phenotype Microarrays. Cette étude a indiqué que le
mutant pgsE™ résiste davantage a P’acide 5-fluoro-orotique, bien que je ne sois pas
parvenue a répéter ces résultats au laboratoire. Il est toutefois trés intéressant de
mentionner que le 5-fluoro-uracile réprime la formation de biofilms, abolit ’expression
de génes contrdlés par le QS et diminue la virulence de P. aeruginosa (Ueda et al., 2009).
Inversement, I’ajout d’uracile dans un mutant pyrF (déficient dans la synthése d’uracile)
produisant peu de pyocyanine, de rthamnolipides et de PQS a permis de restaurer la
production de ces trois composés. Cette €équipe de chercheurs a également démontré que
la régulation par 1’uracile se faisait via 'UMP (uridine mono-phosphate) et la voie de
production des pyrimidines pour la synthése de I’ARN. 11 serait donc judicieux d’analyser
I’impact réel du 5-FOA et de Iuracile sur la souche sauvage et sur le mutant pgsE" afin
de déterminer si PqsE pourrait intervenir dans la voie de synthése des pyrimidines.

Les Phenotype Microarrays ont montré que le mutant pgsE est plus sensible que la
souche sauvage 4 la présence de la putrescine et du 2,2-dipyridyl. Le 2,2-dipyridyl est un
agent chélateur. PqsE affecte I’expression de plusieurs génes liés a 1’acquisition du fer,
mais certains sont activés tandis que d’autres sont réprimés (Hazan er al., 2010). Le lien
entre le fer et PqsE est donc complexe et n’a pas encore été étudié de manicre
approfondie. Quant a la putrescine, elle appartient a la famille des polyamines, qui sont
impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que la modulation des fonctions
de I’ADN et de ’ARN en se fixant sur les acides nucléiques (Morgan et al., 1987), et la
protection contre les dommages oxydatifs (Jung & Kim, 2003). Les polyamines peuvent
¢galement affecter la production de biofilms chez Vibrio cholerae (Karatan et al., 2005).
Les polyamines bloquent également les porines de la membrane cellulaire, ce qui peut
protéger la bactérie contre I’acide, mais qui affecte la croissance a pH élevé (Y ohannes e
al., 2005). Puisque PqsE a une croissance plus affectée que celle de la souche sauvage en
présence de putrescine a pH élevé, cela signifie qu’il est davantage sensible au stress des
polyamines. Ces informations n’ont pas encore €té investiguées dans le cadre de 1’étude

sur PgsE mais pourront faire I’objet d’une recherche plus poussée dans le futur.
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Durant les tous derniers mois de ma thése de doctorat, deux études
transcriptomiques sur le mutant pgsE~ ont été publiées (Hazan et al., 2010; Rampioni ez
al., 2010). Comme collaboratrice du Dr. Ronen Hazan et contributrice a la publication
dont il est premier auteur, j’ai eu accés aux premiers résultats transcriptomiques obtenus.
De nombreuses expériences ont visé a confirmer I’effet de PqsE sur plusieurs génes
présents dans ces données. Ainsi, j’ai confirmé que PqsE régule les génes hcnABC de
production de cyanure d’hydrogene, les génes rhiAB de production de rhamnolipides, les
génes pgsABCDE de production de HAQ, les génes mexGHI-opmD codant pour une
pompe 2 efflux contrdlée par le QS, les génes phz41-Gl et phzA2-G2 de biosynthése de
phénazines (les génes phzA1-G1 et mexGHI-opmD avaient également ét¢ confirmés au
moyen de rapporteurs transcriptionnels précédemment (Déziel et al, 2005)). Jai
également démontré que certains de ceux-ci, tels que les génes mexGHI-opmD, étaient
affectés indirectement a cause de I’effet de PqsE sur la pyocyanine et sur le stress
oxydatif qu’elle génére (Dietrich ef al., 2006), alors que d’autres tels que rhlAB et
hcnABC étaient affectés indépendamment de la présence ou non de stress oxydatif. Dans
le but de trouver le point commun le plus antérieur possible entre tous les génes affectés
dans un mutant pgsE, il s’est avéré que tous ont un lien avec le QS. C’est donc cette

avenue qui a été explorée le plus exhaustivement par la suite.

3.4.3 Recherche du substrat de PgsE

Pour concilier les deux affirmations selon lesquelles PqsE serait une hydrolase et
qu’elle influence I’expression de nombreux génes, il faut supposer que PqsE agisse sur un
facteur de régulation, car une hydrolase n’a pas la capacité d’activer elle-méme la
transcription de tant de geénes.

Il est peu probable que ce facteur soit une protéine, car aucune protéine
intracellulaire n’a été clairement identifiée comme cible directe de PqsE lors de I’analyse
des gels protéiques bidimensionnels (voir section 3.3.2.3.1 p224). Toutefois, seules les
protéines intracellulaires du mutant pgsE™ ont été étudiées, ce qui ne représente qu’une
partic de son protéome complet. Néanmoins, puisque PgsE semble avoir une fonction
intracellulaire et qu’un surnageant de la souche sauvage ne peut complémenter un mutant

pgsE, sa cible directe doit se trouver dans la fraction intracellulaire.
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Deux difficultés viennent affaiblir 1’étude protéomique de pgsE par gel
bidimensionnel. D’une part, au vu des trés nombreux geénes dont la transcription est
affectée par une mutation de pgsE (Hazan et al., 2010), il est probable que la plupart,
sinon toutes les protéines différentiellement exprimées chez ce mutant ne sont que ’effet
indirect de PgsE (via son effet sur la transcription des génes qui les codent) et non des
cibles ou des substrats directs. Au vu des résultats obtenus, la méthode ne fournit pas
d’informations supplémentaires a celles déja connues dans les données transcriptomiques.
D’autre part, les gels bidimensionnels ne permettent pas d’identifier une modification
subtile d’une protéine. Il ne faut donc pas exclure la possibilité que la cible directe de
PqsE puisse étre une protéine, qui serait légerement modifiée par PgsE. Pour ces deux
raisons, I’étude protéomique par gels bidimensionnels du mutant PqsE n’a pas été
davantage approfondie.

L’hypothese la plus plausible reste que le substrat direct de PqsE est une petite
molécule hydrolysable jouant un réle dans la régulation de nombreux genes, dont la

plupart sont contré1és par le QS.

3.4.3.1 PgqsE n’agit pas sur les molécules-signal les plus communes du
quorum sensing

Un grand volet de I’étude de PqsE a été de vérifier si elle peut hydrolyser les
molécules-signal des différents systémes de QS chez P. aeruginosa, soit les AHL et les
HAQ. Jai clairement démontré que PqsE n’agit pas sur le métabolisme des AHL et des
HAQ, ce qui a fait I’objet d’un article publié cette année en collaboration avec le
laboratoire de la Dre Laurence Rahme (Hazan et al., 2010), et qui a été également
observé dans d’autres laboratoires (Farrow et al, 2008). Ceci avait déja été suggéré
auparavant (Déziel et al, 2005; Gallagher et al, 2002). Néanmoins, plusieurs

observations méritent d’étre discutées relativement a cette étude.

3.4.3.1.1 Résumé des molécules différemment produites entre pqsE et la

souche sauvage

Lors de la comparaison des molécules dérivées de I’acide anthranilique entre les
souches pgsE™ et PA14, cinq nouvelles molécules ont été observées. Les molécules V et

E, isolées par chromatographie en couche mince, n’ont pas été identifiées, par manque de
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matériel et de reproductibilité ou par manque de méthode adéquate de détection,
respectivement. Les molécules de m/z+1 =279 et 295 au LC-MS, appelées VD279 et
VD295, sont deux nouvelles molécules présentes uniquement lorsque PgsE est absent.
Quant a la molécule VD323, celle-ci est un artéfact créé lors du passage de I’échantillon
dans le LC-MS, et équivaut a deux molécules de DHQ associées. La présence de cet
artefact uniquement chez le mutant pgsE est due au fait que celui-ci produit une quantité
plus importante de DHQ par rapport 4 la souche sauvage (voir Figure 3-30, p. 238). Cette
observation permet également de proposer une hypothése pour la molécule E, trouvée
uniquement chez le mutant pgsk par TLC, dérivée de I’acide anthranilique mais non
identifiable tant en mode positif qu’en mode négatif par LC-MS (voir section 3.3.3.1.1.2,
p. 233). Celle-ci pourrait en effet étre le précurseur polaire des HAQ, que j’ai tenté
d’identifier au chapitre 2. Puisqu’il semblerait que le mutant pgsE™ accumule les produits
de PgsA et PgsD tels que le DHQ, il se pourrait qu’il accumule également ce précurseur.
Cette hypothése pourra étre vérifiée lorsque I’identité du précurseur et sa méthode de
détection seront connues.

Hormis ces cing molécules, aucune autre n’a été identifiée. Une attention toute
particuliére a été portée sur la production des HAQ, mais les résultats ont trés clairement
démontré que PgsE ne nécessite aucune d’entre elles pour étre fonctionnel. Quant aux
AHL, également étudiées en profondeur, elles ne sont de toute évidence pas modifiées ou

dégradées par cette enzyme, du moins au niveau extracellulaire.

3.4.3.1.2 Caractérisation du VD279

La molécule VD295 est une molécule apparentée au VD279 mais possédant un
groupement hydroxyle supplémentaire. Pour plus de facilité et parce qu’elle se concentre
et se purifie plus facilement, seule VD279 a été étudié en profondeur. Celle-ci nécessite
la présence des enzymes PgsA, PqsB, PqsC et PgsD pour étre synthétisée. Elle ne
provient ni du DHQ, ni du HHQ ni du PQS, et aucune de ces molécules ne dérive du
VD279. Elle s’accumule dans le temps et sa production est augmentée lors de la
surexpression des enzymes PqgsABCD en présence d’acide anthranilique. VD279 posséde
deux noyaux provenant de I’acide anthranilique, comme I’ont montré les expériences de

marquage. Ceci permet de proposer une voie de biosynthése pour cette molécule,
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présentée a la Figure 3-77. Elle résulterait de la condensation de deux molécules d’acide

anthranilique accompagnée d’une cyclisation intramoléculaire spontanée.

0] 0 o
O NH2 Hz \
H,0

Figure 3-77. Schéma hypothétique de biosynthése du VD279,

Malgré de nombreux essais, je n’ai pu observer aucune activité biologique de la
molécule VD279. Elle n’affecte ni la croissance, ni la production de pyocyanine, ni ne
posséde d’activité antimicrobienne. Une légere augmentation de la transcription de
’opéron pgsABCDE a été observée, mais celle-ci est négligeable par rapport a celle
observée en présence de HHQ et surtout de PQS. Des tests visant a vérifier si PqsE
dégradait cette molécule ont montré que ce n’était pas le cas. VD279 est donc
probablement une conséquence indirecte de I’absence de PgsE et non le substrat de cette
protéine. Par ailleurs, I’expression de tout I"opéron pgsABCDE est augmentée chez le
mutant pgsE’, ce qui méne par exemple a une surproduction de DHQ. L augmentation de
Pexpression de I’opéron peut également aboutir a ’accumulation de certains
intermédiaires ou autres produits secondaires, généralement non visibles ou non produits
en conditions normales. Finalement, le manque de fonction biologique attribuable a la
molécule VD279 a confirmé que celle-ci n’est pas impliquée dans le réle de PqsE et a

donc été écartée du projet.

3.4.3.1.3  PqsE n’intervient pas dans la production des HAQ mais affecte la
production d’acide anthranilique

La Figure 3-47 (p. 258) montre qu’un mutant pqsE" produit nettement moins d’acide

anthranilique que la souche sauvage. Les résultats sont en accord avec ceux publiés

récemment, montrant une accumulation d’acide anthranilique lorsque PgsE est

surexprimé dans la souche sauvage (Hazan et al, 2010). Sa diminution dans le mutant
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pgsE n’affecte toutefois pas la production de ses dérivés. Il est méme surprenant
d’observer une augmentation de la production de DHQ dans ce mutant.

La diminution observée est-elle due a une diminution de la production d’acide
anthranilique, ou a une augmentation de 1’expression des enzymes qui le dégradent ? Les
tests réalisés avec le rapporteur transcriptionnel phnAB-lacZ ne montrent pas de
différence de transcription entre la souche sauvage et le mutant pgsE". La diminution de
I’expression des génes antABC ne se retrouve pas dans le transcriptome du mutant pgsE”
(Hazan et al., 2010). 1l serait intéressant de confirmer ce résultat par qRT-PCR et de
suivre également les génes de dégradation de I’acide anthranilique, soit les genes
antABC. 1l se peut également que la diminution d’acide anthranilique observée soit due a

la forte production de DHQ.

3.4.3.1.4 Comment peut-on affecter la transcription de I’opéron pqgsABCDE

sans altérer la production de HAQ ?

J a1 présenté des résultats selon lesquels PqsE affecte négativement la transcription
de I’opéron pgsABCDE. En effet, la transcription de ’opéron est augmentée en son
absence (Figure 3-46, p. 257) et diminuée si on le surexprime (Figure 3-50, p. 262). Ces
données semblent en contradiction avec 1’observation selon laquelle une mutation dans
pgsE n’affecte pas la production des HAQ. En réalité 1’effet de PqsE sur la transcription
de I’opéron se refléte sur la production de DHQ (Figure 3-30, p. 238), puisque chez la
souche sauvage, ces deux parametres sont diminués une fois que la protéine PqsE est
exprimée, c’est-a-dire vers une DOggp = 4, et que cette diminution ne s’observe pas chez
le mutant pgsE". La question est donc de comprendre pourquoi le DHQ, tout comme le
VD279, sont surproduits dans un mutant pgsE, en accord avec l’expression de
pqsABCDE, mais pas les HAQ ?

Plusieurs hypothéses peuvent étre proposées. Il est possible qu’en absence de PgsE,
une molécule inhibitrice vienne bloquer les enzymes PgsB ou PgsC, ou qu’un facteur de
régulation positive soit manquant. Ce facteur pourrait agir de maniére transcriptionnelle.
En effet, aucune étude n’a été réalisée pour confirmer les prédictions informatiques selon
lesquelles les génes pgsABCDE étaient bien codés sur un méme ARN messager. Ceci

pourrait se faire par RT-PCR, en suivant la présence des régions situées entre chacun des
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cinq genes, chez la souche sauvage PA14 et chez le mutant PgsE". On pourrait ainsi
vérifier si dans un mutant pgsE la transcription des génes pgsB et pgsC ressemble ou non
a celle de pgsd et pgsD. Pour vérifier si la régulation est davantage post-
transcriptionnelle, il serait intéressant de quantifier la production des enzymes PgsA,
PgsB, PqsC et PgsD chez le mutant PgsE . Toutefois, bien que cette hypothése puisse
expliquer ’augmentation de DHQ et 1’absence d’effet sur les HAQ dans le mutant pgsE,
elle n’explique pas la présence de VD279 ou VD295, qui requiérent PgsB et PgsC.

11 est également possible que le HHQ, le PQS et le HQNO nécessitent la présence
de génes inconnus affectés positivement par PgsE. Le chapitre précédent suggére trés
fortement qu’aucune autre enzyme en dehors de celles de l’opéron pgsABCDE n’est
impliquée dans la transformation d’acide anthranilique en HAQ. Néanmoins, la formation
du HHQ, du HQNO et du PQS nécessite un précurseur de leur chaine acyle, précurseur
n’affectant aucunement le DHQ, VD279 ou VD295, tous dépourvus de cette chaine. Ce
précurseur pourrait donc étre affecté dans un mutant pPgsE". L’hypothése la plus probable
est donc qu’une mutation dans le géne PgsE affecte les produits de I’opéron pgsABCDE
de deux fagons opposées. La premiére est une action positive qui induit une augmentation
de la transcription de pgs4 au moins, ce qui génére une augmentation de production du
DHQ et de VD279 et VD295. La seconde est une action négative sur la production d’un
éventuel précurseur de la chaine acyle, ce qui contrebalancerait |’effet positif énoncé,
dans le cas de la production des HAQ. Cette hypothése est en accord avec toutes les
expériences réalisées pour le DHQ, le VD279 et les HAQ. Elle explique pourquoi un
ajout d’acide anthranilique dans le mutant PgsE” augmente la production de DHQ et de
VD279 seulement, sans affecter la production des HAQ, puisque le précurseur acyle
serait toujours limitant pour ces derniers en absence de PgsE. Elle explique également la
plus faible quantité¢ d’acide anthranilique trouvée dans un mutant pgsE’, puisque ce
dernier produit autant de HHQ, HQNO et PQS mais cinq fois plus de DHQ que la souche
sauvage. L’acide anthranilique est donc davantage utilisé dans cette souche. 1l s’avére
également qu’un ajout d’acide anthranilique dans la souche sauvage ne permet pas
d’augmenter la production des HAQ (voir F igure 3-47, p. 258), tandis que celle du DHQ
P’est, ce qui confirme une fois de plus I’hypothese de I’effet de PqsE sur la synthése du

précurseur acyle des HAQ.
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11 reste néanmoins a comprendre pourquoi la surexpression de pgsE induit un effet
négatif important sur la production des HAQ, qui n’est cette fois pas suffisamment
contrebalancé par I’effet positif hypothétique sur le précurseur de la chaine acyle. Il se
pourrait par exemple que ce précurseur soit déja exprimé de maniére maximale en
présence d’une copie, et qu’une surexpression de pqsE ne permette pas d’en augmenter

encore 1’expression.

3.4.3.2 PqsE agit sur un facteur intracellulaire

Il s’est avéré que le surnageant de la souche sauvage ne contient pas de produit
généré par PqsE permettant de complémenter un mutant pgsE™ (voir section 3.3.1.7, p.
211). La cible de PqsE aurait donc la caractéristique d’étre intracellulaire. L’étude de
effet de PqsE sur les HAQ, sur les AHL et sur les autres molécules extracellulaires

produites par P. aeruginosa a donc été mise de coté aprés cette constatation.

3.4.3.2.1 Un substrat protéique pour PqsE ?

Les facteurs de régulation du QS intracellulaire sont en général des protéines. Que
la cible de PqsE soit une protéine est une hypothése qui se concilie moins bien avec les
propriétés d’hydrolase de cette enzyme. Néanmoins, il existe certaines hydrolases
connues pour cliver des régulateurs. Chez B. subtilis, le régulateur RsbP impliqué dans la
réponse au stress nécessite la réaction catalytique d’une a-f hydrolase, RsbQ, pour étre
fonctionnelle (Kaneko et al., 2005). L’hypothése proposée est que RsbQ fournisse un
cofacteur a RsbP. Par contre, PqsE posséde trés peu d’homologies avec RsbQ. Cette
derniére ne posséde pas le motif HxHxDH caractéristique des métallo-hydrolases. Elle ne
posséde pas non plus les mémes domaines fonctionnels que PgsE. Toutefois, le caractere
unique de PgsE oblige & envisager qu’elle puisse agir sur ce type de substrat.

Un autre indice portant a s’intéresser aux protéines comme substrat de PqsE est le
fait que PqsE réprime la transcription de I’opéron pgsABCDE via une région portant une
séquence lux. 1l faudra donc investiguer davantage les différents régulateurs de type
LuxR présents chez P. aeruginosa. Outre RhIR, LasR et QscR, trois autres protéines

appartiendraient a cette famille de régulateurs. Les produits des genes PA14 49700
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(PA1136), PA14 63520 (PA4806) et PA14 17720 (PA3599) possédent tous une
signature de type LuxR (www.pseudomonas.com). Ceux-ci pourraient faire ’objet d’une
étude approfondie afin d’analyser leur lien éventuel avec PgsE. Une premiére étape sera
de vérifier si I'un de ces régulateurs affecte la transcription ou I’activité de 1’opéron
P9sABCDE via la séquence lux identifiée sur la région promotrice (Xiao et al., 2006b). It
est également possible de déceler un clivage ou une modification de I'un de ces
régulateurs en présence ou en absence de PgsE par protéomique et par spectrométrie de
masse. Le géne codant pour le régulateur potentiel est fusionné avec une étiquette,
exprimé chez les souches PA14 et PgsE, et ’extrait protéique de ces deux souches migre
sur un gel SDS-PAGE. La présence de la protéine d’intérét est révélée au moyen
d’anticorps ciblant son étiquette. Dans Ie cas d’une modification ou d’un clivage de la
protéine, la migration de celle-ci sera différente entre les deux souches. La modification
peut ensuite étre caractérisée en extrayant la protéine du gel et en analysant sa séquence
par spectrométrie de masse. La faiblesse de cette méthode est qu’il faut sélectionner au
préalable les protéines potentielles que I’on veut tester. La technique risque donc d’étre
longue si le nombre de candidats a tester est important. Ce genre d’expérience est
davantage utile pour confirmer le substrat de PgsE mais non pour I’identifier. Une
méthode alternative serait d’identifier les régulateurs interagissant avec la séquence lux
présente dans la région promotrice de PgsA. Ceci peut étre fait par pull-down ou par une
mutagenese aléatoire qui identifierait tous les régulateurs de pgsA4.

Enfin, on peut envisager d’analyser la séquence promotrice des genes les plus
affectés dans un mutant pgsE, afin d’identifier des régions possiblement reconnues par
des régulateurs transcriptionnels. Toutefois, il est difficile de distinguer dans le
transcriptome du mutant pgsE” les génes directement activés par le régulateur controlé par
PgsE de ceux qui découlent d’une conséquence ultérieure, telle que le stress oxydatif

induit par la pyocyanine.

3.4.3.2.2  Lien entre PqsE et RhIR

RhIR est I'un des régulateurs de type LuxR sur lequel PqsE pourrait agir. Les trois
seules publications dont PqsE est le sujet principal montrent toutes que sa fonction

nécessite la présence de RhIR (Farrow er al., 2008; Hazan et al., 2010; Rampioni et al.,

315



2010). Mes résultats sont en accord avec eux, bien qu’il soit également clair qu’il existe
de nombreuses différences entre un mutant r4#/R et un mutant pgsE’, les plus marquantes
étant la régulation de rhll, dépendante de RhIR (de Kievit ef al., 2002) et indépendante de
PgsE (Figure 3-55), ainsi que la virulence chez la souris, plus atténuée dans un mutant

pqsE par rapport au mutant rhIR" (Déziel et al., 2005).

3.4.3.2.2.1 PgsE et RhIR affectent différemment la transcription de I’opéron
pqsABCDE, celle de mvfR et la production de DHQ

Le lien entre ces deux protéines se complexifie dans le cas de la régulation de pgsA.
Les résultats présentés ici (

Figure 3-48, p. 260) ont également montré que RhIR et PqsE régulent tous deux de
maniére similaire I’expression de mvfR et de I’opéron pgsABCDE. J’ai néanmoins montré
que leur effet sur ces deux transcriptions n’est pas tout a fait identique, et que RhIR
posséde une voie de régulation positive indépendante de PqsE sur mvfR. Mes résultats ne
permettent toutefois pas de déterminer si I’action de PqsE se fait exclusivement via RhIR,
ou si comme ce dernier, il posséde des voies de régulation qui lui sont propres.

Nous avons publié que la surexpression de pgsE entraine une diminution de la
transcription de pgsA4 dans la souche sauvage, tel qu’attendu, tandis qu’une augmentation
significative de celle-ci a été observée chez le mutant rhiR", dans les mémes conditions
(Hazan et al., 2010). Nous concluions ainsi que PqsE agit sur la transcription de pgsA4 via
ce régulateur. A I’inverse, un autre article trés récent sur PqsE démontre I’effet contraire :
la surexpression de PqsE réprime la transcription de pgsA, en présence mais également en
absence de RhIR (Rampioni ef al., 2010). Bien que ’augmentation (Hazan er al., 2010)
ou la diminution (Rampioni et al., 2010) de transcription de pgs4 chez le mutant rh/R’
surexprimant pgsE soit inexpliquée, cela indique néanmoins que PgsE a un effet sur cette
transcription, méme en absence de RhIR. Ceci démontre donc que PqsE possede elle
aussi des voies de régulation indépendantes de celles de RhIR, au moins sur la

transcription de pgsA4.

3.4.3.2.2.2  Implication du C4-HSL dans le lien entre PqsE et RhIR

Le lien entre PgsE et RhIR reste ambigu. Une autre étude (Farrow et al., 2008) a
proposé que PgsE soit responsable de la « sensibilité » de RhIR au C4-HSL. Cette étude a
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démontré que dans un systdme d’expression hétérologue (E. coli), RhIR nécessite
nettement moins d’auto-inducteur en présence de PgsE pour étre activé, tandis que
d’impressionnantes concentrations sont requises en son absence. Néanmoins, aucune
explication n’a été fournie. Les résultats obtenus sur le lien entre PqgsE et le C4-HSL dans
ce chapitre sont en accord avec ces observations. En effet, j’ai montré que cette molécule-
signal nécessite la présence de PqsE pour activer la pyocyanine dans un mutant lasR
(Figure 3-60, p. 275). PqsE semble donc permettre 4 la bactérie de percevoir les quantités
physiologiques de C;-HSL naturellement produites par la bactérie. Par contre, la méme
€quipe de chercheurs a aussi rapporté que la production de pyocyanine était partiellement
restaurée dans un mutant rhll" surexprimant PgsE, ce qui suggére que PqsE ne nécessite
pas le C4-HSL pour fonctionner.

Le C4-HSL pourrait également intervenir dans la voie de répression de la
pyocyanine que 1’on cherche 3 identifier. En effet mes résultats ont montré que chez un
mutant /asR’, la production de Pyocyanine est augmentée en présence de C4-HSL (Figure
3-60 p. 275 et Figure 3-61 p. 276), tandis qu’une diminution est observée dans la souche
sauvage, une fois le début de la phase stationnaire atteint (Figure 3-62, p. 277). Il est donc
possible que le C4-HSL soit impliqué dans la voie de régulation sur laquelle PqsE agit,
Ceci pourrait étre 'une des raisons pour lesquelles le criblage a la recherche du
répresseur ciblé par PqsE n’a pas été fructueux. En effet, le C,-HSL pourrait étre un
facteur commun entre la voie de répression et la voie d’activation de la pyocyanine. Ce
chevauchement des voies de régulation empéche alors d’inactiver I’une des deux voies
tout en conservant la seconde intacte. Le rdle exact de cet auto-inducteur sur la régulation
de la pyocyanine devrait étre étudié en profondeur, et le criblage pourrait par la suite étre
retenté, dans un milieu supplémenté en C4-HSL, afin de pouvoir cibler d’autres facteurs
impliqués dans la voie de répression de la pyocyanine sans pour autant affecter la voie
d’activation.

L’hypotheése que je privilégie est que PqsE agit sur un facteur intervenant dans
Pactivité de RhIR, ou dans sa capacité a étre activé par le Cs-HSL, du moins lors du
contréle de I’opéron phzl. Ce facteur pourrait étre un régulateur de type LuxR, puisque
certains sont connus pour former des hétérodiméres avec RhIR (Ledgham et al., 2003b).

Ce régulateur ou ce facteur de régulation doit posséder un homologue chez E. coli,
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puisque PqsE a affecté I’activité de RhIR dans ce systéme hétérologue (Farrow et al,
2008).

3.4.3.3 La cible de PqsE est un répresseur du quorum sensing contrélé par
LasR

Lors de I’étude sur le lien unissant PqsE et RhIR, j’ai découvert qu’un double
mutant JasR pgsE est capable de produire de la pyocyanine si ’on y exprime rhlR. Cette
expérience est I’'une des expériences-clé de mon projet, puisqu’avant celle-ci, aucune
condition n’avait été identifiée permettant la production de pyocyanine en absence de
pgsE. PgsE n’est donc pas directement nécessaire a I’activation des genes de biosynthése
de la pyocyanine, mais agit probablement via un facteur de régulation. Puisque la
pyocyanine peut étre produite en absence de PqsE chez le mutant /asR’, cela suggere que
PqsE réprime un répresseur, et que ce dernier soit absent dans ce mutant. Le réle de lasR
aurait cette ambiguité d’activer la voie de biosynthése de la pyocyanine via RhIR, et
d’autre part d’activer le répresseur de ces mémes geémes. Un tel processus
d’autorégulation ou de boucle de rétroaction négative est courant dans les systemes de
QS, et de régulation en général (Goulian, 2004; Mitrophanov & Groisman, 2008).

La Figure 3-78 présente la voie de régulation de la pyocyanine dépendante de PqsE
et de RhIR et impliquant la présence d’un régulateur activé par LasR. Selon les
expériences présentées dans ce chapitre, ce régulateur pourrait étre un petit ARN. Il
réprimerait une séric de génes impliqués dans le QS de P. aeruginosa tels que la
pyocyanine, & I’instar des ARNnc rsmY et rsmZ, en se fixant sur I’ARN messager pour en
bloquer la traduction ou pour favoriser sa dégradation. Lorsque PqsE est exprimée, elle
dégrade ce petit ARN et léve donc la répression qu’il exergait sur les nombreux génes du
QS. Ceci permettrait alors & RhIR d’activer ces génes. En absence de LasR, ni le petit
ARN ni RhIR ne sont exprimés. PqsE n’est plus nécessaire, puisque I’ARN qu’il dégrade
n’est pas présent. En exprimant alors constitutivement r/4IR, on obtient une production de

pyocyanine, et ce méme en absence de PqsE.
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Figure 3-78. Schéma de régulation de la pyocyanine dépendante de PqsE et RhIR.

L’idée d’un répresseur de la pyocyanine controlé par LasR et sur lequel PqsE
pourrait agir est appuyée par une autre expérience, qui a montré que la forte diminution
de HHQ induite par la surexpression de PgsE chez la souche sauvage n’est pas observable
chez un mutant /asR™ (Figure 3-66, p. 283). Ceci peut s’expliquer par le fait que chez ce
mutant, la cible directe de PqsE est absente. Il serait utile de confirmer cela en suivant
¢également la transcription de pgsA4 par QRT-PCR chez les mutants lasR" et lasR pgsE . En
effet, I’absence de pgsE induit en général une augmentation de la transcription de
I’opéron pgsABCDE. Si I’hypothése selon laquelle PqsE agit sur un répresseur controlé
par LasR est vraie, I’absence de pgsE dans un mutant /asR™ ne devrait pas affecter la
transcription de I’opéron.

Afin de confirmer que le répresseur ciblé par PqsE est contrdlé positivement par
LasR, I'effet de la surexpression de ce dernier a été étudié. En effet, celle-ci devrait

induire la surexpression du répresseur. Les vecteurs pUCPSK/asR et pMT1 ont été
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utilisés pour surexprimer /asR. Ils induisent tous deux la production de 3-o0x0-Ci2-HSL
chez un mutant /asR’, ce qui confirme leur identité. Ils ne générent toutefois pas une
influence similaire sur la production de pyocyanine chez ce mutant, puisque le premier
I’inhibe et que le second I’active. Il serait nécessaire de quantifier la production de 3-oxo-
C2-HSL afin de déterminer si ’un des vecteurs exprime davantage lasR que le second, ce
qui pourrait expliquer les résultats contradictoires obtenus.

Selon les données transcriptomiques obtenues pour un double mutant lasl” rhil, il
existe prés d’une vingtaine de régulateurs transcriptionnels controlés par les systémes Las
et Rhl (Wagner et al., 2003). Plus spécifiquement, dans un mutant /asR’, I’expression de
quatre régulateurs transcriptionnels est modifiée (Rasmussen et al., 2005). Le plus étudié
de ceux-ci est le répresseur Rsal. Celui-ci réprime directement les génes de biosynthése
de la pyocyanine (Rampioni et al., 2007; Rampioni ez al., 2009), et un double mutant
rsal pgsE parvient a produire de la pyocyanine dans certaines conditions (Figure 3-64C,
p. 280). Toutefois, RsaL réprime énormément la production de 3-0x0-Ci2-HSL, qui n’est
pas affectée du tout dans un mutant pgsE". De plus, j’ai démontré que surexprimer PqsE
dans un mutant rsal” menait & une diminution de HHQ, tout comme chez la souche
sauvage, ce qui n’est pas le cas chez un mutant /asR™ (Figure 3-66, p. 283). Ainsi j’ai pu
montrer que PgsE est encore fonctionnelle chez un mutant rsal’ et que donc elle n’agit
pas sur ce répresseur. Ce résultat montre également que la régulation des HAQ et celle de
la pyocyanine par PqsE se fait par un facteur contr6lé par LasR. On peut supposer qu’il
s’agisse du méme facteur dans les deux cas.

Parmi les autres régulateurs contrdlés par LasR, I'un d’eux est codé par le géne
PA2588. PA2588 posséde des homologies avec le régulateur transcriptionnel VgsM
(Wagner et al., 2007). 11 n’affecte pas la production de C4-HSL mais régule positivement
de nombreux génes contrdlés par RhIR (Wagner et al., 2007). Selon ces données, PA2588
est davantage un activateur qu’un répresseur et n’est donc pas une bonne cible pour PgsE.
Les régulateurs de type LuxR appelés VgqsR (PA2591) et QscR sont directement activés
par LasR (Li et al, 2007), agissent davantage comme répresseurs mais affectent la
production des AHL (Wagner et al., 2007). Si PqsE bloquait leur activation, la production
d’AHL en serait donc affectée, ce qui n’est pas le cas. Selon les données

transcriptomiques, la transcription d’aucun régulateur ne serait augmentée en absence de
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LasR (Rasmussen et al., 2005). En conclusion, tous les répresseurs connus du QS,y
compris ceux contrdlés par LasR, influencent la production des AHL (Williams &

Camara, 2009), au contraire de PgsE.

3.4.3.4 Le répresseur hypothétique est exprimé tardivement dans un
mutant lasR”

L’une des questions abordées au cours de ce projet était la raison pour laquelle un
mutant /asR™ exprimant rhIR produit de la pyocyanine en absence de PqsE, mais en
produit significativement plus lorsque ce dernier est présent. J’ai montré que le répresseur
hypothétique que je cherche i identifier serait tout de méme exprimé dans un mutant
lasR’, mais seulement en fin de phase stationnaire (Figure 3-67, p. 284), comme c’est le
cas de beaucoup de facteurs connus pour étre régulés par celui-ci (Dekimpe & Déziel,
2009). En effet, un mutant /asR” produira de la pyocyanine tardivement (Dekimpe &
Déziel, 2009), tandis que le double mutant lasR'pgsE™ n’en produira jamais, ce qui
démontre que PqsE est toujours nécessaire chez ce mutant pour la production de
pyocyanine, mais uniquement en fin de phase stationnaire. Ce serait pour cette raison
qu’un double mutant lasRpgsE exprimant rkIR produit moins de pyocyanine qu’en
présence de PqsE, car ce dernier reste nécessaire pour dégrader le répresseur exprimé en
fin de phase stationnaire dans un mutant JasR" pour ainsi permettre de continuer a
produire de la pyocyanine. Ces résultats démontrent également que LasR ne peut pas étre

le répresseur sur lequel PgsE agit.

3.4.3.5 PqsE a des homologues chez plusieurs espéces de Burkholderia

Afin de toujours mieux caractériser le substrat de PgsE, d’autres propriétés peuvent
lui &tre ajoutées. Il est probable que le substrat de PqsE ait un homologue chez certaines
espéces du genre Burkholderia. En effet, plusieurs de ces espéces possédent un
homologue a PgsE codé sur opéron homologue a pgsABCDE (Vial et al 2008), et
I’alignement de ces différents homologues avec PqsE démontre que les motifs impliqués
dans le site catalytique et dans la liaison avec les métaux sont trés conservés et
correspondent aux domaines des métallo-hydrolases. On peut donc supposer que ces

homologues soient fonctionnels. Cette hypothése est appuyée par une étude montrant que
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I’homologue de PqsE de B. pseudomallei parvient & complémenter un mutant pgsE™ de P.
aeruginosa, ce qui suggére que I’homologue est fonctionnel et remplit la méme fonction
chez les deux genres bactériens (Diggle et al., 2006b). Toutefois, aucune étude ne s’est
encore penchée sur le role des homologues de PqsE (appelés HmqE) chez Burkholderia.

Il n’y a donc a ce jour aucune preuve que celui-ci ait la méme fonction chez cette espéce.

3.4.3.6 Le substrat de PgsE doit étre un petit ARN régulateur

Si I’on reconsidére la totalité des propriétés caractérisant le substrat de PqsE, celui-
ci doit étre hydrolysable, intracellulaire exclusivement, de taille petite ou au moins de
forme allongée, il doit posséder un homologue fonctionnel chez E. coli, et chez certaines
especes de Burkholderia, doit avoir un role de répresseur, étre controlé par le régulateur
transcriptionnel LasR et doit étre impliqué dans le QS. Ces caractéristiques sont toutes
reprises dans le Tableau 3-12, p. 323. D’aprés moi, une seule catégorie de molécules

répond a tous ces critéres : les ARNnc.
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Tableau 3-12. Liste des caractéristiques du substrat de PqsE.

Caractéristiques Preuve Référence

hydrolysable PqsE appartient a la famille [ Ce document
des métallo-hydrolases

intracellulaire Aucune  complémentation | Ce document

extracellulaire possible
pour le mutant pgsE”

Petit ou allongé

Forme de 1la poche
catalytique de PqsE

(Yuer al., 2009)

Homologue chez E. coli

PgsE est actif dans cette
espéce en présence de RhIR
et de C4-HSL

(Farrow et al., 2008)

Homologue

Burkholderia pseudomallei

chez

Homologue de  PgsE
fonctionnel chez cette
espéce

(Diggle et al., 2006b)

Codé par une
séquence

petite

Non identifié aprés un
criblage de 400 000
colonies

Ce document

Réle de régulateur

Affecte plus de 300 geénes

(Hazan er al,
Rampioni et al., 2010)

2010;

Réle de répresseur

Certains mutants pgsk
produisent de la pyocyanine
en présence d’une mutation
supplémentaire

Ce document

Contr6lé par LasR

PgsE n’est pas nécessaire
pour produire de la
pyocyanine en absence de
LasR

Ce document

Impliqué dans le QS

Une grande partie des génes
affectés par PqsE sont
contrélés par le QS

(Hazan et al,
Rampioni et al., 2010)

2010,

3.4.3.6.1  Une activité phosphodiestérase pour PqsE

L’hypothése du petit ARN régulateur est appuyée entre autres par le fait qu’une

activité phosphodiestérase sur ’ADN et ’ARN messager a été démontrée en utilisant la

protéine PqsE purifiée (Yu ef al., 2009). Les auteurs de cette étude ont toutefois suggéré

que cette activité ne devait pas étre la fonction primaire de PqsE, étant donné la lenteur de

la dégradation des molécules d’acides nucléiques. Toutefois, il est tout a fait possible que

PgsE dégrade spécifiquement certains ARNRnc, ce qui expliquerait sa faible efficacité sur

des molécules d’ARN ou d’ADN aléatoires. Des metallo-hydrolases telles que les

RNases E et les RNases Z sont connues pour dégrader les acides nucléiques (Cormack et
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al., 1993; Even et al., 2005; Perwez & Kushner, 2006), et il est notable que les meilleures
homologies de séquences avec PqsE se font avec des protéines métabolisant I’ARN.
Néanmoins ces enzymes sont connues pour lier exclusivement le zinc et non le fer
(Dominski, 2007; Vogel et al., 2002), 4 la différence de PqsE (Yu et al., 2009). L’une des
phosphodiestérases étudiées, appelée ElaC, fixe autant le zinc que le fer, mais ne semble
exercer son activité de phosphodiestérase uniquement en complexe avec le zinc. La
substitution du zinc pour un autre métal tel que le magnésium, le manganése ou le fer
réduit fortement I’activité de cette enzyme (Vogel et al., 2002). Etant donné les
caractéristiques uniques de PgsE, il n’est toutefois pas impossible qu’elle fasse partie

d’une nouvelle famille de RNases.

3.4.3.6.2 L’ARN régulateur potentiellement dégradé par PqsE n’est pas

encore connu

Les ARNnc sont connus pour affecter le QS, et agissent la plupart du temps comme
répresseurs. Ces petits ARN se fixent sur des ARN messagers ou sur des protéines pour
généralement diminuer leur stabilité ou empécher leur fonctionnement. Les ARNnc du
QS de P. aeruginosa déja identifiés sont rsmY et rsmZ (Kay et al., 2006). Ceux-ci ne sont
pas des substrats potentiels de PqsE puisqu’ils sont connus pour affecter la production
d’AHL (Kay et al., 2006).

De récentes études ont démontré que P. aeruginosa posséde de nombreux petits
ARN encore non caractérisés (Gonzalez et al., 2008; Livny & Waldor, 2007; Sonnleitner
et al., 2008), tous découverts par des techniques de bioinformatique. Néanmoins les
critéres utilisés pour les identifier ne correspondent pas a ceux nécessaires pour isoler le
substrat de PgsE. Ces études se basent entre autres sur les séquences intergéniques
conservées chez plusieurs espéces de Pseudomonas. Ce critére ne peut pas étre pris en
compte pour ce projet, puisque chez ce genre bactérien, les données disponibles indiquent
que seul P. aeruginosa posséde un homologue de PqsE. Rien ne garantit donc que les
souches sans PqsE aient conservé cet éventuel ARN régulateur. De nouveaux critéres
spécifiques a la recherche ont donc ét¢ mis au point. Des régions intergéniques
conservées chez plusieurs espéces possédant un homologue a PqsE et absentes dans les

autres espéces de Pseudomonas ou de Burkholderia ont été sélectionnées mais aucun
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alignement n’a été significatif. Ceci est probablement di au fait que les ARNnc
conservent davantage leur structure secondaire que leur structure primaire. Le meilleur
exemple est I’ARN ryhB, un petit ARN contrdlé par le régulateur Fur impliqué dans le
métabolisme du fer chez E. coli. Aucun homologue de séquence n’a été identifié chez P.
aeruginosa, mais deux homologues fonctionnels, prrEl et prrF2, ont un réle identique a
celui de ryhB, chez P. aeruginosa (Wilderman et al., 2004). 11 faut également souligner
que I’absence de PqsE dans une souche n’est pas une garantie que I’ARN régulateur sur
lequel il agit soit également absent. Les critéres utilisés ont peut-€tre été trop rigoureux.

A présent que I’on sait que ’ARNnc recherché est contrglé par LasR, il serait
judicieux d’exploiter ces connaissances pour raffiner les recherches. Il faudra identifier
les régions intergéniques possédant un terminateur tho-indépendant mais également une
séquence Las. Par contre, cette approche ne sera fructueuse que si I’ARNnc est
directement activé par LasR, ce qui n’a pas €té encore déterminé.

Les données transcriptomiques ne permettent pas non plus d’identifier une région
intergénique exprimée en absence de PgsE, dégradée en sa présence et absente dans un
mutant lasR'. En effet les biopuces Affymetrix généralement utilisées pour 1’étude
transcriptomique de P. aeruginosa ne possédent qu’une faible représentation des régions
intergéniques contenues dans son génome. De plus, la densité cellulaire a laquelle I’étude
est réalisée est importante, puisque selon mes résultats le répresseur ne sera dégradé

qu’une fois PqsE présente, ¢’est-a-dire vers une DOy de 4e.

3.4.3.6.3  Techniques d’identification de ’PARN régulateur que PqsE pourrait
dégrader

3.4.3.6.3.1 Identification par mutagenése aléatoire

Si le substrat de PgsE est un petit ARN, cela explique la raison pour laquelle il n’a
pas été identifié lors du premier criblage de 40 000 colonies. Un second criblage de
400 000 colonies a été ajouté au projet, mais aucune mutation n’a permis d’identifier la
cible de PgsE. Ceci peut étre d 4 la présence de « points chauds » et de « points froids »,
c’est-a-dire a certaines régions plus ou moins favorables a I"insertion de transposon au

sein du génome (Jacobs ef al., 2003). Il est évident que la difficulté de I’identification
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d’un petit ARN par mutagenése aléatoire est directement proportionnelle 4 la taille de la
cible visée. Des tests ont été réalisés afin d’augmenter le contraste possible entre
’expression des génes de biosynthése de la pyocyanine en présence ou en absence de
PgsE. Si le répresseur que je cherche & identifier est activé par LasR, la surexpression de
ce dernier pourrait favoriser I’identification de mutants du répresseur. Une autre
possibilité serait de surexprimer rAIR chez la souche pgsE". Le rapporteur transcriptionnel
sera donc fortement activé par RhIR, mais uniquement lorsque le répresseur sera absent.
Ces tests ont été réalisés avec le rapporteur phz41-lacZ et n’ont pas augmenté le contraste
entre PA14 et pgsE surexprimant I’un ou I’autre de ces régulateurs. Des tests identiques
utilisant le rapporteur phzA I-lux sont en cours au sein du laboratoire et devraient étre plus

prometteurs, étant donné sa faible expression de base.

3.4.3.6.3.2 Identification par hybridation soustractive

L’alternative choisie 4 la mutagenése aléatoire pour identifier le petit ARN
régulateur est la technique du SCOTS. Celle-ci est adéquate pour identifier les génes
différentiellement exprimés mais n’a jamais été utilisée pour 1’identification d’ARNnc.
Néanmoins les tests préliminaires ont montré qu’elle pouvait s’appliquer & ce genre de
cibles. Cette découverte pourrait faire I’objet d’un article présentant la méthode et les
ajustements nécessaires pour identifier les ARNnc, domaine trés actuel dans le monde de
la biologie.

Parmi les ADNc codés exclusivement sur des régions intergéniques et uniquement
exprimés chez le mutant pgsE, il est intéressant d’observer une certaine redondance. En
effet, 4 des 8 régions identifiées 1’ont été plus d’une fois. Sur les 8 séquences, ’une
d’entre elles (IR 434) contient un petit ARN non codant identifi¢ dans I’un des articles
récents sur la découverte d’ARNnc chez P. aeruginosa (Gonzalez et al., 2008) et a de
plus été identifiée a deux reprises par le SCOTS. Par contre, aucune région identifiée ici
n’est également présente dans les 17 régions contenant un ARNnc publiées par Livny et
ses collégues (Livny et al, 2006). L’étude de la correspondance entre les régions
intergéniques de PA14 et de PAO1 montre qu’au moins trois régions intergéniques
identifiées par le SCOTS n’ont pas d’équivalent chez PAOI et que seulement deux

d’entre elles se situent dans des régions similaires entre les deux souches. Ces fortes
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différences pourraient contribuer a expliquer le peu de chevauchement entre les études

sur PAOLI et celles avec PA14 au sujet de leurs régions intergéniques.

3.4.3.6.4 Mode d’action du petit ARN régulateur

Les ARNnc peuvent avoir différents modes d’action, et interagir soit sur des
ARNm, soit sur des protéines. La voie de régulation proposée au point précédent illustre
une action directement sur les ARNm que I’ARNnc régule. La possibilit¢ d’une
interaction entre I’ ARN répresseur et RhIR reste aussi plausible, puisqu’il pourrait encore
affecter cette protéine en s’y fixant directement. Néanmoins, le chevauchement seulement
partiel entre le régulon de RhIR et celui du systéme MvIR/PQS/PqsE suggére plutét que
’ARNnc puisse affecter une protéine qui s’associe avec RhIR. La dimérisation entre
RhIR et cette seconde protéine induirait un régulon spécifique, commun a RhIR et &
PgsE. Cette dimérisation pourrait &tre bloquée ou non fonctionnelle en présence de
’ARNnc. Les protéines de type LuxR sont connues pour former des hétérodimeres afin
de raffiner leurs voies de régulation, bien qu’en général ce processus méne i une
régulation négative (Ledgham et al., 2003b; Zhu & Winans, 2001). Cette hypothése reste

a étre éprouvée.

3.4.3.6.5 Intégration du réle du C,HSL dans le modéle de régulation de la
pyocyanine

L’intérét de ce modéle est qu’il réunit la totalité des conclusions apportées lors des
différentes expériences liées a PqsE. Pour la premic¢re fois, une hypothése semble
expliquer tous les résultats obtenus, a I’exception notable de certains tels que le rdle du
C4-HSL dans cette voie de régulation. Pour rappel, mes résultats ainsi que de récents
travaux (Farrow e al., 2008) suggérent que PqsE pourrait « sensibiliser » la cellule au Cs-
HSL. Ce lien de plus en plus confirmé entre PgsE et le C4-HSL, ainsi que le
chevauchement entre le régulon de RhIR et celui du systeme Mv{R/PQS/PgsE devra étre
¢tudié plus en profondeur. RhIR forme des homodiméres et se lie a certains promoteurs
en présence mais également en absence de son auto-inducteur (Medina et al., 2003c;
Ventre et al., 2003). La fixation de RhIR sur le promoteur de rhl4B en absence de C,-

HSL génere une légere baisse de la transcription de ces genes, ce qui suggére que RhIR
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en absence de ligand pourrait avoir une fonction de répression (Medina et al., 2003c). On
aurait pu imaginer que le régulon de RhIR associé au C4-HSL puisse correspondre au
régulon de MvfR/PQS/PgsE. Toutefois, la Figure 3-68 (p. 285) montre que surexprimer
rhiR dans un mutant lasI’ induit une production de pyocyanine, ce qui signifie que les
génes de biosynthése de celle-ci, contrdlés par PqsE, ne nécessitent par le C4-HSL pour
étre activés. Le régulon de PqsE ne correspond donc pas au régulon de RhIR lorsqu’il est
associé a son auto-inducteur. Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour
intégrer le C4-HSL dans le modéle de régulation de PgsE via un ARNnc répresseur

contrdlé par LasR.

3.4.3.6.6 Implication de Hfgq sur ’ARN régulateur recherché

La protéine Hfq est une chaperonne impliquée dans la stabilisation de nombreux
petits ARN non codants dont le mode d’action est de s’associer avec des ARNm
(Wassarman et al., 2001). Son lien avec les ARNnc a été souvent exploité dans la
recherche et I’identification de nouveaux petits ARN (Lenz et al., 2004; Sonnleitner et
al., 2008; Zhang et al., 2003).

Dans I’hypothése ot ’ARN répresseur que je cherche est stabilisé par Hfq, un
mutant hfg” pourrait dégrader ’ARN répresseur plus rapidement. Le phénotype d’un
mutant 4fg ne peut pas confirmer cette hypothése, car cette chaperonne est impliquée
dans de nombreuses voies de régulation impliquant entre autres celle du régulateur RpoS
(Sonnleitner et al., 2006). Sa croissance est affectée et il présente une réduction de
virulence (Sonnleitner et al., 2003). Par contre, si I’ARN répresseur est plus facilement
dégradé en absence de Hfq, la présence de PqsE ne devrait plus étre essentielle dans ce
mutant. Pour le vérifier, il aurait été intéressant de générer un double mutant 4fg" pgsE’
afin de déterminer si cette souche produirait encore de la pyocyanine. Toutefois, la
mutation dans hfg risque de générer de nombreux autres phénotypes qui pourraient

affecter I’interprétation des résultats.
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3.4.3.6.7 Application de | ’hypothése de ’ARN régulateur pour expliquer les
Phénotypes des mutants 5.79 et 10.41

La thése de ’ARNnc dégradé par PgsE peut méme donner des avenues de
compréhension sur les phénotypes inexplicables des mutants 10.41 et 3.79, déficients
dans I’expression de I’opéron PqsABCDE, ne produisant aucun HAQ mais synthétisant
autant de pyocyanine que la souche sauvage (voir pages 88 et 92). Selon le schéma de
régulation de la pyocyanine présenté ici (Figure 3-78, p. 319), il se peut que ces mutants
n’expriment plus ’ARN régulateur que je cherche a identifier.

Le mutant 5.79 posséde deux mutations. L’une d’entre elles est localisée dans le
gene pgsL, tandis que I’autre n’a pas pu étre séquencée, bien que tout porte & croire
qu’elle affecte 1’opéron pgsABCDE. Le mutant 10.4] est le seul mutant pgs4” capable de
produire de la pyocyanine. Les points communs entre ces deux mutants est de posséder
une mutation dans I’opéron, de ne plus produire aucun HAQ, mais de synthétiser autant
de pyocyanine que la souche sauvage. Ce phénotype était inexplicable, car I’expression
de I’opéron et plus particuli¢rement de PYsE était considérée comme absolument requise
pour produire de la pyocyanine. Toutefois, hypothése du petit ARN répresseur suggére
qu’un mutant puisse a présent ne pas exprimer PqsE tout en étant capable de produire de
la pyocyanine, & condition de ne pas exprimer le répresseur ciblé par PgsE. Se pourrait-il
que ces deux souches possédent une mutation dans ce répresseur ? J’avais suggéré que ce
dernier puisse étre codé de maniére antisens au gene pgsA. Toutefois, de nombreux
mutants pgs4’, dont les insertions transpositionnelles sont trés proches de celle du mutant
10.41, ne présentent pas ce méme phénotype. De plus, une mutation spécifique de pgsE
ajoutée dans ce mutant abolit complétement la production de pyocyanine, ce qui
démontre que PqsE reste tout a fait nécessaire a I’expression de la pyocyanine dans ce
mutant. L’explication la plus plausible est que la mutation de I’opéron dans ces deux
mutants est non polaire, et que I’expression de PgsE n’en est pas affectée. Bien qu’une
insertion de transposon génére des mutations supposées polaires, de nombreux cas
semblables ont été observés lors des mutations générées dans I’opéron, ce qui me porte a
requestionner le statut d’opéron pour les genes pgsABCDE (voir section 343.14, p.
312). La position de la mutation supplémentaire dans ces deux mutants reste donc & étre

identifiée.
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3.4.4 Conclusion du projet

Aprés plus de cinq années consacrées 4 I’étude du réle de PqsE dans la régulation
du QS chez P. aeruginosa, plusieurs avancées importantes ont été réalisées. La
découverte la plus importante est que PqsE n’est pas strictement essentielle pour produire
de la pyocyanine. Qu’un double mutant lasR pgsE~ surexprimant rhlR puisse étre capable
d’en produire démontre que PgsE doit avoir un rdle dans la dégradation ou I’inactivation
d’un répresseur et que ce dernier est contrdlé par LasR.

Bien qu’une preuve formelle n’ait pas encore été établie, la déduction que PgsE
puisse agir sur un petit ARN régulateur est également déterminante. Celle-ci est appuyée
par la vaste majorité des expériences réalisées durant ma thése de doctorat. L’étude du
lien entre PgsE et les ARNnc n’en est qu’a son ébauche mais s’avére trés prometteuse.
De nombreuses séquences intergéniques présentes uniquement en absence de PqsE ont
été identifiées par une nouvelle application de la méthode d’hybridation soustractive
appelée SCOTS. Celles-ci sont en cours d’étude afin de déterminer leur lien éventuel
avec PgsE.

Ces travaux ont mené 2 la publication d’un article en collaboration avec le
laboratoire de la Dre L. G. Rahme, et le lien entre PgsE et les petits ARN pourrait aboutir
4 une publication de méthode ainsi qu’a une publication sur le role de PqsE, si sa cible est
identifice.

PgsE reste encore a ce jour I’une des protéines les plus uniques dans le QS de P.
aeruginosa. Une fois son substrat identifié, ce sera probablement une nouvelle voie de
régulation exceptionnelle qui devra étre caractérisée. Le caractére singulier de PqsE en
tant qu’hydrolase fixant le fer n’appartenant a aucune sous-famille connue fait d’elle un

domaine qui ne cessera de passionner les chercheurs pour encore de nombreuses années.
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Conclusion générale

L’objectif & long terme de ces travaux est de mieux comprendre la régulation des
geénes de virulence chez P. aeruginosa et d’étudier les facteurs essentiels & ’expression
de ceux-ci, tels que les régulateurs LasR et RhIR (étudiés au Chapitre 1), les molécules-
signal du systtme MvfR-PQS (Chapitre 2) et la protéine PqsE (Chapitre 3). Mes travaux
ont montré que le lien hiérarchique unissant LasR et RhIR est plus complexe qu’il n’y
parait, et que RhIR parvient & contrebalancer une déficience de LasR en activant le
régulon de ce dernier en son absence. J’ai également apporté des éclaircissements sur la
voie de biosynthése des molécules-signal du systéme MvfR/PQS/PgsE, en démontrant
Iexistence de composés intermédiaires et en déterminant la séquence fonctionnelle des
enzymes PqsA, PgsB, PqsC et PqsD. J’ai également caractérisé certains phénotypes liés a
ces molécules-signal, dont le role du HHQ et du HQNO dans I’apparition du phénotype
d’iridescence et d’autolyse chez P. aeruginosa. Enfin, j’ai apporté plusieurs
¢claircissements quant au role de PqsE et aux liens possibles qui I'unissent avec un
ARNnc répresseur controlé par LasR et avec le systtme RhIR et son auto-inducteur, le
C4-HSL.

La science fondamentale telle que celle réalisée dans ce projet est nécessaire pour
offrir une base solide sur laquelle s’appuieront d’autres recherches, visant a trouver des
molécules capables d’inhiber ces facteurs. Le but ultime justifiant tous ces efforts est
d’améliorer les stratégies visant & lutter contre les infections & P. aeruginosa. Cibler non
pas la survie des bactéries mais bien les voies régissant 1’expression de leur virulence
devrait empécher I’apparition du phénomeéne de résistance propre a lutilisation des
antibiotiques (Bjarnsholt & Givskov, 2007). Elle ouvre donc les portes & de nouvelles
alternatives prometteuses qui permettront de limiter la consommation excessive

d’antibiotiques, devenue problématique de nos jours.
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Appendice A

Tableau des structures chimiques mentionnées dans Ia thése et
utilisées dans I’étude de la biosynthése des HAQ
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Tableau des structures chimiques mentionnées dans la thése

Nom de la molécule

Structure chimique

2-amino acétophénone

0O
: :NH

2-bromo-N-(3-fluorophényl) acétamide

4-Hydroxyquinoline

acide 4-chloro-2-amino-benzoique (4-CABA)

Acide kynurénique

acide-2-bromo-octanoique
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acide-2-octynoigue

acide-6-fluoro-2-amino-benzoique (6-FABA)

anthranoil anthranilate

indole

Indole acide acétique

N-formyl 2-amino acétophénone
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Skatole (3-méthylindole)

Appendice A. Tableau des structures chimiques mentionnées dans la thése.
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Appendice B

Liste des souches utilisées dans ce document
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Appendice B. Liste des souches utilisées dans ce document.

Numéro
Espece )
A Nom collection | Description Référence
bactérienne dans le
laboratoire
Pseudomonas Réserve souche parentale, ATCC
aeruginosa PAK B2T68 33354 (Bradley, 1974)

isolat clinique UCBPP-

PA14 ED14 PA14, souche parentale (Rahme et al., 1995)
ED36 contenant une

G33 ED417 mutation au sein du géne | Laboratoire L.G. Rahme
rsaL, Gm'
ED36 contenant une

G49 ED418 mutation dans le promoteur | Laboratoire L.G. Rahme
du géne rsal, Gm'
mutant PA14_45940 (las/) | bttp://ausubellab.mgh.h
provenant de la banque arvard.edu/cgi-

fasr ED296 non redondante de mutants | bin/pa14/publications.cgi
de PA14, Gm' (Liberati et al., 2006)

lasR ED69 P fasR :Gm dérivé de |y io) or al,, 2004)

lasRpgsE  |ED247 ~ |Mutation fasR:: Gm laboratoire E. Déziel

intégrée dans ED36

Double mutant rhiR::Tc et | (Dekimpe & Déziel,

lasR" iR | ED266 lasR::Gm dérivé de PA14 | 2009)

mutant PA14_58390 http://ausubeliab.mgh.ha
(PA4500) provenant de la | rvard.edu/cgi-

s Y ED462 banque non redondante de bin/pat4/publications.cgi
mutants de PA14, Gm' (Liberati ez al., 2006)
mutant PA14_48530 http://ausubellab.mgh.ha

PA1221) provenant de la | rvard.edu/cgi-

PA1221 ED465 ganque n)o;; redondante de | bin/pa14/publications.cgi
mutants de PA14, Gm' (Liberati et al., 2006)
mutant PA14_48570 http://ausubellab.mgh.ha

PA1217) provenant de la | rvard.edu/cgi-
e/ ED475 l()anque n)oFr)m redondante de | bin/fpal4/publications.cqi
| |mutants de PA14, Gm' | (Liberati et al., 2006)
mutant PA14_48610 hitp://ausubellab.mgh.ha
PA1214 ED441 (PA1214) provenant de la | rvard.edu/cgi-

banque non redondante de bin/pa14/publications.cgi
mutants de PA14, Gm' (Liberati et al., 2006)

mutant PA14_58350
ID33142 (PA4496) -
PA4496-1 ED442 provenant de la banque I P

non redondante de mutants bm/g a14/_publlcat|ons.cg|
de PA14, G (Liberati ez al., 2006)

http://ausubellab.mgh.ha

341



mutant PA14_58350
ID41087 (PA4496)

http://fausubellab.mgh.ha
rvard.edu/cgi-

PA4496-2 ED454 provenant de la banque bin/pat4/publications.cg
non redondante de mutants . ;
souche PA14 possédant le
gl'?z1;\11-cla7a-c):<2- ED231 phzA1-lacZ dans son site | ce document
altb
souche PA14 possédant
gﬁggﬁo ED559 phzA1-lux dans son site ce document
attb
IZA;:Z::p = ED245 ED231 flippé avec FLP2 ce document
?j;: seet ED561 ED559 flippé avec FLP2 ce document
Mutant Tn5-B21 lasR’
PAO-P4 ED313 dérivé de la souche (Diggle et al., 2002)
sauvage PAO1 lecA.::lux
mutation du géne phzC1 et
o phzC2 par échange -
phzC1C2 ED85 allélique au moyen du Labo E. Déziel
vecteur pEX18Ap
- Labo Pierre Cornélis,
phzM ED120 mutant phzM::Gm Bruxelles, Belgique
Insertion du transposon
pgsA ED37 TnphoA dans le géne Sl L e
pgsA, Kan'
PgsA non ED83 délétion non polaire du Gaoping Xiao, labo L.G.
polaire géene pqsA Rahme
PgsA” contenant une
. cassette aacC1 insérée .
pqsA pgsH |ED170 dans le géne pgsH; G, (Xiao et al., 2006a)
Km'
SA" insertion du transposon
(’/% 10.41 ED553 ISlacZ dans le géne pgsA | ce document
' de la souche PA14
. Insertion du transposon (Mahajan-Miklos et al.,
pqsB SR TnphoA dans le géne pgsB | 1999)
mutant pgsC::Gm http://ausubellab.mgh.ha
provenant de la banque rvard.edu/cgi-
pgsC EDO4 non redondante de mutants | bin/pai4/publications.cgi
de PA14 (Liberati et al., 2006)
T " |[remplacement d'une partie | -
pgl‘;?rem" ED218 du géne pgsC par une (Lesic & Rahme, 2008)
P cassette de résistance Kan'
remplacement d'une partie .
pqsD ED690 du géne pgsD par une réergjalzﬁ;s:rwam, Ly
cassette de résistance Kan' |
pgsE ED36 délétion de 570 paires de | (Déziel et al., 2004)
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bases dans le géne pgsE

mutant pgsE” possédant le
PqsE ::CTX- transposon mini-CTX-

phzA1-lacZ ED232 phzA1-lacZ dans son site | € document
atth, Tc'

mutant pgsE possédant le

PqSE :CTX- ED560 transposon mini-CTX- ce document

phzA1-lux phzA1-lux dans son site
atth, Tc'

PqQsE :: S

hzA1-lacZ ED246 ED232 flippé avec FLP2 ce document

PasE phzAT-\epse» | EDS560 fippé avec FLP2 | oo document
Insertion de la cassette

pgsH ED139 aacC1 dans le géne pgsH | (Xiao et al., 2006a)
de la souche PA14, Gm'

. Délétion du géne pgsL e
pgsL ED67 chez la souche PA14 (Lépine et al., 2004)

insertion inconnue du
pgsL”  VD5.79 |ED719 transposon ISlacZ chez la | ce document
souche ED67

insertion du vecteur
gscR ED248 pPNTPS138 dans le géne ce document
gscR de la souche PA14

mutant PA14_19130 (rhll) provenant de la banque

lls non redondante de mutants de PA14, Gm'
rhiR ED68 P MR- Te dénve de 1y iel or al,, 2005)
PA14
mutant rsaL.::Gm provenant | http:/ausubellab.mgh.ha
de la banque non rvard.edu/cgi-
rsal. EDO09 redondante de mutants de | bin/pa14/publications.cgi
PA14 (Liberati et al., 2006)
Staphylococcus | souche .
aureus s ED94 souche de laboratoire ATCC 25904
ch mini-Tn5 mutant de ; /

(elusn Chromobacterium (Latifi et al., 1995;
bact CV026 ED743 . . ? >
violaceum violaceum ATCC 31532, | Winson et al., 1995)

an
supE44 lacU169 (80
Escherichia coli | DH5a ED78 lacZM15) hsdR17 recA1 (Hanahan, 1983)

endA1 gyrA96 thi-1 relA1
E. coli S17-1 (Apir). F- .

S17-1 ED221 recA, hsdR, RP4-2 (Simon er al., 1983)
thi thr leu tonA lacY supE

SM10 ED222 recA::RP4-2-Tc::Mu Km (Simon et al., 1983)
Apir
endA1 ginV44 thi-1 relA1
gyrA96 recA1 mcrB+ Aflac- .

IM109 ED26 proAB) e14- [F' traD36 %22')5““ Perron ef al.,
ProAB+ laclq lacZAM15]
hsdR17(rK-mK+)

17213 ED743 thi thr leu tonA lacY supE (Daigle et al., 2001)

recA RP4 2-Tc:: Mu [Apir]
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Kmr AasdA4

Lorsque non spécifié, les mutants sont générés 4 partir de la souche sauvage de P. aeruginosa PA14.
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Appendice C

Liste des amorces utilisées dans ce document
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Nom de Taille de Température
I'amorce Réglon amplifiée | I'amplicon d'hybridation (°C) Motifs ajoutés Séquence
qsEpMNTAPF | 9°ne PasE site Xbal GC TCT AGA ATG TTG AGG CTT TCG GCT C
géne pgsE
pgsEpMNTAPR 938 62 site Hindlli CCC AAG CTT AAT GGA TGT CCC GTC TCA GT
qscRpNTPS138 | partie du géne
F qscR de PA14, 55 site Hindlll TCTCAAGCTTTGACCGCGCCTAAATATCAT
qscRpNTPS138 | pour clonage dans
R PNPTS138 419 55 site EcoRlI TCGAATTCCCACTTGAGCATCTCGGTTT
OppF promoteur phzA1- 55 site Xhol TCTCTCTCGAGCATTTCCGTAACCCGAGAAG
lacZ de PA14
OppR 700 55 site Psti TTCCTGCAGGAGGGGTGTTTCCCTGTACC
VDrsmZextF rsmZ 140 55 e ACTCCTGCGTACAGGGAACA
VDrsmZextR 55 AGTAAAACGGCAGGCAAAAA
aléatoire (amorce
NKPN.1 de France étiquette pour SCOTS
Daigle) pour (pqsE)
transcription Pa
VDaleatoireN inverse / 60 GTGGTACCGCTCTCCGTCCGANNNNNNNNN
amplification avec
l'étiquette des
amorces
VDaleatoirePA14 amplif du cDNA obtenu
avec les amorces
| VDscotsN | o I 55 VDaleatoireN | GTGGTACCGCTCICCGTCCGA |




VDaleatoirePA1
4

aléatoire (amorce
RB1 de France
Daigle) pour
transcription
inverse

étiquette pour SCOTS
(PA14)

CGGGATCCAGCTTCTCACGCANNNNNNNNN

VDscotsPA14

amplification avec
I'étiquette des
amorces
VDaleatoirePA14

amplif du cDNA obtenu
avec les amorces
VDaleatoirePA14

CGGGATCCAGCTTCTCACGCA

VDriboF

VDriboR

amplification des
opérons d'ARN
ribosomat dans
PA14

5000

55

55

GGAGACCCCACACTACCATC

GGACGGGTGAGTAATGCCTA

plas-295F

plas-295R

amplification du
promoteur de lasl
pour ge! shift
assays (promoteur
complet)

295

55

55

/

AGCACGCAACTTGTGCATCT

CAGAAAGTTTCCTGGCTTTCC

pgstHindliIF

pqsLEcoRIR

amplification du
géne pqgsL pour
l'insérer dans
pDN19

1619

55

Hindlil

CCCAAGCTTGGAACGACACGGAGACTCAT

55

EcoRl

GCTCTAGACAACTGGAAGTCAGCGTGAA

p+iasl-xbal-F2

p+lasl-hindlll-R2

amplification de
lasl avec son
promoteur natif,
en veillant a ne
pas prendre rsal.

960

55

site Xbal

GCTCTAGATTTTGGGGCTGTGTTCTCTC

55

site Hindlll

CCCAAGCTTACTCGAAGTACTGCGGGAAA
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Appendice D. Liste des vecteurs utilisés dans ce document.

Nom Description Référence
vecteur exprimant les génes pgsA, pgsB et
pLG14 pgsC (Gallagher et al., 2002)
pDN18mviR vecteur pDN18 exprimant mviR (Déziel et al., 2004)
piT2 vecteur contenant le transposon ISlacZ (Jacobs et al., 2003)
pvDO08 vecteur pDN19 exprimant pgsL ce document
vecteur exprimant les génes pgsA, pqsB, pqsC
LG12 et pgsD (Gallagher et al., 2002)
vecteur exprimant les génes pgsA, pgsB,
LG10 pqsC, pgsD et pgsE (Gallagher et al., 2002)
vecteur pEX1.8 contenant phzABC-lacZ Ap'
MW303 Cb' (Whiteley et al., 2000)
vecteur pHRP309 contenant rhll-lacZ, fusion
MW305 transcriptionnelle, Gm (Whiteley et al., 2000)
ECP60 rhiA-lacZ translational fusion, Cb" (Pesci et al., 1997)
PME6010 contenant les 780 pb en amont de
hcnA en fusion traductionnelle avec lacZ
pME3826 fusion at the EcoRYV site in henA (Pessi & Haas, 2000)
pED1 mexG-lacZ transcriptional fusion, Cbr (Déziel et al., 2005)
vecteur pQF50 contenant la région -486 a
+231 du promoteur de pgsA fusionné au géne
pGX5 lacZ, Cbr (Xiao et al., 2006b)
vecteur pQF50 contenant la région -246 &
+231 du promoteur de pgsA fusionné au géne
pGX6 laczZ, Cbr (Xiao et al., 2006b)
vecteur pQF50 contenant la région -746 a
+160 du promoteur de mvfR fusionné au géne
GX1 lacZ, Cbr (Xiao et al., 2006b)
vecteur pQF50 contenant la région -447 3
+160 du promoteur de mvfR fusionné au géne
pGX2 lacZ, Cbr (Xiao et al., 2006b)
vecteur pDN19 contenant pqsE inséré au Gaoping Xiao, labo L.G.,
DN19pgsE moyen des enzymes Hindlll et Xbal Rahme
John Mattick, Institute of
PMIC62, rhiR inséré dans le vecteur pUCPSK | Molecular
contenant le promoteur /ac au moyen des Bioscience, University of
enzymes de restriction Hindlil et EcoRI (5'-3' Queensland,
pUCPSKrhiIR rhirR) Australia
|[PNTPS138 |PNPTS129 derivative, oriT sacB Kanr - (Sprattetal, 1986)
John Mattick, Institute of
PMIC61, /asR inséré dans le vecteur pUCPSK | Molecular
contenant le promoteur /ac au moyen des Bioscience, University of
enzymes de restriction Hindlll et EcoRI (5'-3' |[Queensland,
UCPSK/asR lasR) Australia
MT1 vecteur pUCP20 contenant plac—lasR (Medina et al., 2003a)
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vecteur pUCPSK contenant le promoteur /ac,
exprimant le géne rhll inséré au moyen des
enzymes de restriction Hindlll et EcoRlI (5'-3'

John Mattick, Institute of
Molecular

Bioscience, University of
Queensland,

pUCPSKrhil rhil) Australia
Vecteur miniCTXlux amélioré pour diminuer la .
pCDS101 transcription basale du géne fux (Sibley et al., 2008)
pGEM-t-easy vecteur de clonage linéaire Promega
vecteur d'expression entre E. coli et P.
pUCPSK aeruginosa (Watson et al., 1996)
pDN19 vecteur d'expression (Nunn et al., 1990)
(Becher & Schweizer,
mini-CTX-lacZ 2000)
pPCS1002 pLP170 containing rhiR-lacZ (Pesci et al., 1997)
pSB224.10A pRIC380, vecteur suicide contenant rhiR::Tc | (Beatson et al., 2002b)
pDN19 contenant le géne /as/ avec son (Dekimpe & Déziel,
pVD1 promoteur natif 2009).
pMEG6010 contenant 174 pb en amont de las/
ainsi que ses 13 premiéres paires de bases, )
pME3853 en fusion traductionnelle avec lacZ. Tc' (Pessi et al., 2001)
rapporteur transcriptionnel lasBp-lacZ, contient
la région -2190 a +4 nt de la région promotrice
pLJR50 de /asB. Cbr (Toder et al., 1994)
vecteur d'intégration pour insérer une copie ]
unique de rapporteur transcriptionnel lacZ (Becher & Schweizer,
mini-CTX-lacZ | dans le site chromosomique atiB 2000)
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Abstract

Pathogenic bacteria use interconnected multi-layered regulatory networks, such as quorum sensing (QS) networks to sense
and respond to environmental cues and external and internal bacterial cell signals, and thereby adapt to and exploit target
hosts. Despite the many advances that have been made in understanding QS regulation, little is known regarding how
these inputs are integrated and processed in the context of multi-layered QS regulatory networks. Here we report the
examination of the Pseudomonas aeruginosa QS 4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQs) MvfR regulatory network and
determination of its interaction with the QS acyl-homoserine-lactone (AHL) RhIR network. The aim of this work was to
elucidate paradigmatically the complex relationships between multi-layered regulatory QS circuitries, their signaling
molecules, and the environmental cues to which they respond. Our findings revealed positive and negative homeostatic
regulatory loops that fine-tune the MvfR regulon via a multi-layered dependent homeostatic regulation of the cell-cell
signaling molecules PQS and HHQ, and interplay between these molecules and iron. We discovered that the MvfR regulon
component PqsE is a key mediator in orchestrating this homeostatic regulation, and in establishing a connection to the QS
rhiR system in cooperation with RhIR. Our results show that P. aeruginosa modulates the intensity of its virulence response,
at least in part, through this multi-layered interplay. Our findings underscore the importance of the homeostatic interplay
that balances competition within and between QS systems via cell-cell signaling molecules and environmental cues in the
control of virulence gene expression. Elucidation of the fine-tuning of this complex relationship offers novel insights into the
regulation of these systems and may inform strategies designed to limit infections caused by P. aeruginosa and related
human pathogens.
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integration of environmental inputs in QS becomes cven more
complex when a pathogen 1s able to occupy more than one niche.

Pseudomonas aeruginosa 1s a ubiquitous and an cextremely versatile
Gram-ncgative bacterium with an astounding ability to survive in
many different environments and to infect multiple hosts ranging
from amocbas to humans |3]. This pathogen has an extensively
studicd complex QS communication network that facilitates cross-
talk between orgamisms and unpacts many P. aerugimosa group-
related behaviors including virulence |4, 5, 6, 7, 8, and 9]. There
arc at least three known QS systems in P. aeruginosa: two arc

Introduction

Microbes translate  environmental cues to  coordinate and
modulate gene expression such that they can adapt to different
niches and overcome hostile environments.  Adaptation  and
coordination of gene expression is particularly important for
pathogenic microorganisms that nced to colonize dynamic host
cnvironments since their ability to sense and respond to host
environmental cues is critical for their survival. In bacteria,
modulation and coordination of gene expression are akso influenced

by population density via the regulated production of small
molccules that serve as intricate signals impacting the expression
of virulence factor genes. Many studies have addressed the role of
quorum sensing (QS) communication networks in virulence where
by diffusible intereellular auto-inducers factor and environmental
signals bacterial cultures mediate pathogenicity by coordinating the
cxpression of a large array of genes [1,2]. Nevertheless, less is known
regarding how environmental cues are translated in the context of
QS signaling and how cnvironmental cues and QS arc integrated to
promote the ability of a pathogen to survive and colonize particular
niches within their host cnvironments. The processing and

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

dependent on the acyl-homoserine-lactone (AHL) QS transcrip-
tion factors LasR and RhIR [10] and a third is dependent on the
4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQs) LysR-type transcription fac-
tor MviR |1TL12]. MviR activation is mediated by the cell-cell
signaling molecules +-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ) and 3,4-
dihydroxy-2-heptylquinoline (PQS), and leads to the positive
regulation of many virulence-rclated factors, a large number of
which are also controlled by the QS signal acyl-homoscrine-
lactone (AHL}-mediated RhIR and LasR circuitry.

The MviR pathway is a critical virulence component essential
for the full virulence of P. asugmosa in multiple hosts {13,14,15]
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Author Summary

Bacterial cells can communicate with one another about
their surrounding environment. This information can be in
the form of small self-secreted molecules acting as signals
to activate or inhibit the expression of genes. Pseudomo-
nas aeruginosa is an environmental bacterium that infects
diverse organisms from plants to humans. Our results
show that this pathogen uses two highly sensitive
networks, namely MvfR and LasR/RhIR pathways, to
modulate its virulence functions by titrating the concen-
tration of the small molecules HHQ and PQS in a manner
that depends upon the presence or absence of iron. Via
negative and positive feedback loops, this bacterium
processes the signaled information to regulate its viru-
lence functions and homeostatically balance the produc-
tion of the small molecules required for the activation of
the MVR virulence network. Our study sheds light on
paradigmatic complex networks that maintain a homeo-
static bacterial virulence response.

and is connected to LasR and RhlR by: (i) the dependence of myfR
expression at the early growth stages as a result of positive control
by LasR [16], (i) the conversion of HHQ into PQS controlled by
PqsH [17,18] whose expression is mediated by LasR [19,20], and
(iii) the negative cffects of RhIR on the pgs operon [16,21], which is
responsible for the synthesis of all HAQs 111,14,19,22,23]
including the MviR ligands HHQ and PQS [12,17,21].

The QS regulons MviR, LasR and RhIR respond not only to
QS signal molecules but also to cnvironmental signals [24],
including host factors [25,26,27,28] and other environmental cues
such as phosphate [29], magnesium [30] and iron
[31,32,33,34,35). Iron acquisition is controlled by a large set of
P. aeruginosa genes activated in responsc to iron starvation
[36,37,38], including two siderophore complexes, pyoverdine
and pyochelin [39,40], and scveral ferric uptake regulators,
among them arc the general iron uptake regulator Fur, Fur-
regulated pyoverdine siderophore-specific extracytoplasmic sigma
factor PvdS, scveral ECF sigma factors, and the AraC regulator
PchR, which regulates pyochelin uptake [40]. In low iron
conditions, PvdS binds to iron-starvation (IS) boxes to induce
the transcription of many genes involved in the iron starvation
response {41]. The intricate relationship between QS and iron is
cxemplified by a series of findings demonstrating that iron
starvation induced QS systems [26,32,34] and that the QS
regulators MviR [11], LasR/RhIR [42] and VqgsR [31,43,44]
were found to be responsible for the induction of many iron
response genes. Morcover, MR contains an 1S box in its
promoter |36], and PQS production is positively-affected by two
Fur-rcgulated small RNAs, Prif 1 and 2 [45]. Adding to the
complexity of how cnvironmental cues such as iron levels affect
QS and how iron is integrated into QS to modulate virulence gene
expression is the ability of PQS to bind iron [46], to act as an iron
trap molecule [47], and to form a toxic complex against the host
[48)

MR activation by HHQ and PQS lcads to the upregulation of
the anthranilic acid (AA)- biosynthetic encoding gencs phndB, and
ppA-E operon [11,12,14) that have a conscrved genomic
organization in P. aeniginosa and in HAQs-producing Burkholdena
species [49], to produce more HAQs leading to the upregulation
of the MvIR-regulon in a positive feedback loop. Although the fifth
gene of the pgs operon pgsks (PA14_51380), which encodes a
predicted GloB, Zn-dependent hydrolase [50] and member of the
metallo-beta-lactamase  super family (Pfam  PF00753), is not
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required for HAQ synthesis [12,19], it is co-regulated together
with the pgsd-D genes. We have shown that PgsE is essential for
complete P. aeruginosa virulence in mice because it controls the
expression of a number of MvR regulon-dependent genes [11].
Although PgsE was previously implicated as the PQS response
gene [19,20], it was recently shown to act independenty of MVIR
and PQS [51]. Thus, the PgsE functions associated with the
integration and translation of the QS cell-cell signals has yet to be
resolved.

Here we examine the interplay between environmental cues and
cell-cell signaling molecules and assess how they are integrated in
the modulation of MviR regulon gene expression. To clucidate the
QS multi-layered regulation, we also examine the functional
dependency of the MviR regulon components, especially PgsE,
and PQS and HHQ, on the Rhl regulon. The findings presented
offer new insights into the highly complex P. aeruginosa virulence-
associated regulatory loops that may aid in understanding and
controlling its pathogenicity.

Results

Dissection of the QS MviR regulon reveals a key
component functioning independently of the cell-cell
signaling molecules PQS and HHQ

To clucidate how multi-layered regulatory networks sense and
respond to external and internal cell signals to modulate gene
expression, we studied the role of MvfR pathway components in
integrating and translating signals from PQS and HHQ in the
activation of the MviR regulon gencs. To this end, we measured
pyocyanin production as an index. This secreted P. aeruginosa
phenazine was chosen since its production is dependent on the
MviR pathway components, including the cell-cell signaling
molecules, PQS and HHQ, and their corresponding biosynthetic
cnzymes PgsA-D, their AA precursor, PgsE, and on its Phz
biosynthetic operons (Figure 1A and [11]). Here we found that
overexpression of Pgsk under a constitutive promoter
(pPDN19pgsk) in pgsA” and myfR™ mutant cells not producing
HAQs restored pyocyanin production (Figure 1A). In contrast,
overexpression of myfR under a constitutive promoter in a pgsk™
background did not restore pyocyanin production (Figure 1A)
even when HHQ, PQS, or PAl4 cell-free supernatants were
added (data not shown). These results highlight the crucial role of
PgsE in the regulation of MviR regulon-dependent factors and
demonstrate that PgsE possesses activation properties that arc
independent of HAQ-mediated signals (Lable S1). To assess Pgsk
mode of action on pyocyanin production, we co-cultured pgsE™
cells constitutively expressing the phenazine biosynthetic opcron
phzA2-G2 with pgsk cclls harboring the phzM and phzS gencs
cssential to pyocyanin synthesis [52] and assessed pyocyanin
production. As shown in Figurc 1B, approximatcly 60% of the
pyocyanin production was restored, indicating that PgsE partic-
ipated in pyocyanin production regulation rather than in its
synthesis.

Sccond, we tested whether the precursor of all HAQs, AA was
required for PqsE function instead. ‘To this end we used a triple
mutant strain deficient in phndB, npls and bnBU (AA~ mutant)
unable to produce any AA since all three AA synthesis pathways
were knocked out [53]. Expression of PgsE in this triple mutant
also resulted in high levels of pyocyanin production (Figure 1A)
corroborating with the above results and demonstrating that Pgsk
function did not requirc AA or any of its derivatives to promote
production of the MviR regulon-dependent factor pyocyanin.

'Third, since PgsE controlled the regulation of one of the key
MwiR-regulated factors, pyocyanin, we sought to definc the impact
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Figure 1. PqgsE, a key mediator of the MvfR regulon activation, functions independently of AA and its derivatives. (A and B) Pyocyanin
production was measured from PA14 and mutants with and without constitutive expression of Pgsk or MvfR as a consequence of the presence of
PDN19pgsE or pDN18mvfR plasmids, respectively. (A) AA™ is a triple mutant with non-functional phnAB, trpE and kynBU that does not produce
anthranilate. Production of pyocyanin (+ Phz) was achieved by co-culturing two sets of cells one constitutively expressing phzA2-G2, and the other
phzM and phzS genes encoding the phenazines and pyocyanin biosynthetic genes respectively. Asterisks in A show strains harboring the plasmid
PDN19pgsE that are significantly different (P value <0.01) from PA14 harboring that plasmid. (C-D) PgsE is essential for the virulence of P. aeruginosa
against Cryptococcus neoformans independently of HAQs. PgsE was constitutively expressed in mvfR™ mutant cells. An empty vector served as a
control (). (C} 1 pL of bacterial culture was spotted onto YPD top-agar where yeast cells were plated. Yeast killing zones were formed only around
the PA14 and mutant cells expressing PgsE. (D) The death of yeast cells within the killing zone was demonstrated by assessing their viability on YPD
plates. (E) PgsE causes fly mortality in absence of HAQs. Survival kinetics of Drosophila melanogaster was assessed using a fly feeding assay. The
survival kinetics of pgsA™ and pgsE infected flies was significant different (P value <0.005) form that of PA14-infected flies. However, the kinetics of
pqsA~ + PgsE- infected flies did not differ significantly from that of the PA14-infected flies(P value = 0.27).

doi:10.1371/journal.ppat.1000810.9001

of this factor in the regulation of all MvfR-dependent virulence
genes. We carried out whole genome expression studies and
comparcd the expression profiles of a pgsE~ mutant to those of the
PA14 parental strain, an myfR™ mutant and to those of PA14 and
an myfR over-cxpressing pgskl strain (NCB1 GEQ, accession
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number #GSE17147). These results showed that PgsE profoundly
affected the cxpression of 90% of the MvfR-regulated genes,
including at least thirty-six known and predicted transcription
factors (Tables SIB and §2). Of the PqsE-dependent genes, 241
were found to be negatively regulated and 38+ positively regulated
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by PgsE (Table S1). At lcast 75 positively-regulated genes encoded
for putative or known virulence factors (Table S1) [11,42]).
Importantly, included among the positively-regulated virulence
transcriptional factors was the QS AHL rcgulator rAlR [38) and
iron response genes, including the iron starvation sigma factor pudS
and genes involved in the synthesis of the siderophore complex
pyochclin (Table S3A).

To confirm that PqsE overexpression also restores virulence
functions apart from restoring their expression independently of
the signaling molccules PQS and HHQ, we uscd two assays. The
first is bascd on the observation that virulent P. aeruginosa strains;
including PA14 kill yeast [54,55,56); and the second is based on
that P. aemuginosa can infect and kil Drosophila melanogaster
[57,58,59], and that my/R mutant cclls exhibit attenuated virulence
in flics [57]. As illustrated in Figure 1C-D, a zone of yeast growth
inhibition was observed around PA14, but not around the myfR ™,
or pgskE” mutants following plating of C. negformans KN99e. 5 mm
from the bacterial colony on a YPD plate (Figurc 1D). The killing
zonc was restored following PgsE overexpression in myfR
backgrounds (Figure 1C-D). In agreement flics infected with
pgsA™ or pgsE” mutants cells exhibited significant delayed in
mortality compared to that caused by the WT or the pgsA™ cells
cxpressing pgsE (Figure 1E) demonstrating again that PgsE is
crucial for P. aeruginosa pathogenicity and independent of PQS and
HHOQ,

MvfR-dependent gene regulation relies on the functional
cooperation between RhiR and PqsE

Comparison of the pgsE transcriptome (Table S1) to lasR/rhiR
[42] revealed that almost half (46%) of the genes regulated by
LasR/RhIR were also regulated by PgsE (Figure S3A) indicating a

Environmental and QS Cooperation

relationship between AHL- and MviR-mediated QS regulons.
This relationship is also extended to the negative effects that both
componcnts have on the transcription of the pgs operon ([16] and
Table S1 and Figure 2A). A green fluorescent protein (GFP)
reporter gene [32] fused to the pgs operon promoter (Figures 2B),
quantitative PCR analysis (Figure S2D) and quantification of
HHQ and PQS levels (Figure 2C) further validated the above
finding. Morcover, in agrecement, Figure 2D shows that HAQ
synthesis down-regulation paralleled the accumulation of AA
(HAQ precursor) followed by an increase in antABC gene
expression that encodes enzymes for AA degradation (Table S1).

To determine whether there was indeed a functional relation-
ship between the respective communication-systems components
RhIR and PgsE in the regulation of the MviR regulon signal
production and whether they together affected signal integration,
we proceceded to assess whether there was a RhIR-PgsE
codependency in the negative regulation of HAQ biosynthesis.
Figures 3A and S4B show that overexpression of PgsE in a rAlR
mutant did not result in a downregulation of the promoter-derived
cxpression of the pgs operon in contrast to the overexpression of
PqgsE in the wild-type (WT) strain PA14 where expression of the
pgs operon was downregulated (Figure 2 and Figure S2D). These
results indicate that PqsE negative control of the activity of the
MVIR regulon depends on RhIR.

Sccond, we cxamined whether there was an RhIR-PgsE
codependency in signal integration by MviR-regulon virulence
genes downstrecam of PqsE. To this end, we assessed whether PgsE
overproduction in rAlR cells could restore pyocyanin production
since it was completely abolished in both pgs£™ [11,19) and rhiR
[38] mutants. Figurc 3B shows that PgsE did not restore pyocyanin
production in sA[R~ while RhIR expression partially (~30%)
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Figure 2. The homeostatic regulation of the signaling molecules HHQ and PQS is orchestrated by PqsE. Effect of PqsE on pgs operon
gene expression, and production of HAQs and AA. (A) Fold change in expression of phn and pgs operons in pgsE~ mutant and PA14 constitutively
expressing PqsE versus PA14. (B) GFP intensity derived from a pgsA-GFP(ASV) reporter fusion; (C) HAQs and (D} AA levels as assessed by LC-MS. t-tests
(p=0.001 for HHQ and p=0.004 for PQS) showed that the difference between PA14 and PA14+PqsE is statistically significant.

doi:10.1371/journal.ppat.1000810.g002

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

March 2010 | Volume 6 | Issue 3 | e1000810




A pgsA-GFP(ASV)

Environmental and QS Cooperation

B Induction of pyocyanin

—O—rhiR
100 —O— rhiR PqsE 0] m-

£ . 350] [ +RhIR ﬁ
.§ ® 0 // D +P E /f'
5] — qs! -
EE S 0
S g
23 60 = 80
e : .E
ol o
Q2 40 g 80,
g £ S
g% & 40
Qo
L
2 ]

0 ' —_— 00

0 10 20 30 40

Time (h)

Figure 3. MvfR network regulation requires finely tuned cooperation between the MvfR component PqsE and the AHL QS regulator
RhIR. (A) The expression of pgsA was determined by measuring GFP emission. A PqsA-GFP (ASV) fusion in the rhiR mutant harboring pDN19pgsE was
used to determine pqsA expression levels. (B) Pyocyanin levels were measured from various PA14 mutants harboring either pDN19pgsE or

pUCP20rhIR plasmids. Empty vector served as control.
doi:10.1371/journal.ppat.1000810.g003

restored pyocyanin production in pgsE- mutant cells. This finding
suggests that PgsE also depends on RhIR in the positive regulation
of pyocyanin production and that RhIR acts downstream of PgsE.
Interestingly, Figure S5 shows that pyoverdine levels are higher in
hiR™ than in PA14 but not in pgsE~ mutant cells. Morcover, PgsE
or RhIR overproduction in iR~ or pgsls™ mutant cells respectively
did not fully downregulated pyoverdine production, while PgsE or
RRIR overproduction in the corresponding mutant cells did (Figure
85). This finding suggests RhIR-PgsE codependency in the
homcostatic regulation of pyoverdine.

Bascd on the above findings, it is likely that the PgsE-RhIR
activitics were not limited to controlling downstrcam genes
associated only with pyocyanin or pyoverdine production if the
high number of genes co-regulated by PgsE and the Las/Rhl
system arc considered (Figure S3A).

Signal integration studies reveal a homeostatic negative
feedback regulation by HHQ and PQS on cell-cell
signaling and PqsE-controlled genes, respectively

"The pyocyanin levels produced by the non-HAQs producing
mutants pgsd , myfR and AA™ [12,19,22,53] overexpressing pgsk
were higher than the levels produced by the HAQs-producing
PA14 parental strain carrying the same plasmid (Figure 1A). This
difference raised the question regarding whether the presence
and/or levels of HAQs had dosc-dependent negative effects on
pyocyanin levels. ‘o this end we assessed the effect of exogen