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Résumé 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste responsable 
de certaines infections persistantes chez les plantes et les animaux. P. aeruginosa 
produit une grande quantité de facteurs de virulence, dont plusieurs sont contrôlés par le 
« quorum sensing » (QS). Chez P. aeruginosa l'un de ces systèmes de QS est le 
système MvfR, dans lequel, le régulateur transcriptionel MvfR contrôle l'expression des 
opérons pqsABCDE et phnAB codant pour les enzymes impliquées dans la biosynthèse 
des molécules de signalisation qui appartiennent à la famille des 4-hydroxy-2-
alkylquinolines (HAQ). Des études récentes réalisées dans les laboratoires des 
Professeurs François Lépine et Eric Déziel ont montré que la biosynthèse des HAQ est 
un mécanisme à deux étapes. La seconde étape implique un composé intermédiaire soit 
l'acide 2-aminobenzoylacétique (2-ABA), l'octanoyi-CoA ainsi que les enzymes PqsB et 
PqsC codées par l'opéron pqs. L'objectif principal de ce projet était l'étude du rôle de 
PqsB et PqsC. Nous avons co-produit ces enzymes sous forme recombinante et nous 
les avons co-purifiées par chromatographie d'affinité. PqsC a été étudiée par 
spectrométrie de masse et par mutagénèse dirigée. Nous avons déterminé que PqsC lie 
l'octanoyle dans le résidu Cys 129 et le transporte lors d'une réaction de condensation 
avec le 2-ABA. Nous avons aussi reproduit in vitro la deuxième étape de la voie de 
biosynthèse des HAQ. Ces résultats permettront de faciliter la recherche d'inhibiteurs 
potentiels pour bloquer la biosynthèse des HAQ et ainsi affaiblir le potentiel pathogène 
de P. aeruginosa. 
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Abstract 

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen which is 
responsible for sorne persistent infections in plants and animais. P. aeruginosa produces 
a large number of virulence factors many of which are controlled by the quorum sensing 
(QS). ln P. aeruginosa, one of these QS systems is the MvfR system, in which the 
transcriptional regulator MvfR controls the expression of the pqsABCDE and phnAB 
operons encoding for the enzymes involved in the biosynthesis of sorne small signaling 
molecules belonging to the family of 4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQ). Recent studies 
carried in the laboratories of Professors François Lépine and Eric Déziel have shown 
that HAQ biosynthesis is a two-step mechanism. The second step involves an 
intermediate compound known as 2-aminobenzoylacetic acid (2-ABA), octanoic acid and 
the PqsB and PqsC enzymes encoded by the pqs operon. The main objective of this 
project was to study the role of PqsB and PqsC. To do this, these enzymes were co
produced in a recombinant manner and they were co-purified by affinity 
chromatography. PqsC was studied by mass spectrometry and site-directed 
mutagenesis. These approaches led us to determine that PqsC binds octanoic acid at its 
cysteine 129 residue and is involved in the coupling reaction with 2-ABA. We have also 
reproduced in vitro the second step of the HAQ biosynthesis using PqsB, PqsC, octanoic 
acid and 2-ABA. This constitutes a novel target to develop inhibitors of the HAQ 
biosynthesis pathway which may eventually lead to the inhibition of the QS-MvfR system 
in P. aeruginosa. 
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Mise en contexte 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie à Gram négatif, sous forme de 

bacille, mobile et aérobie. Cette bactérie appartient à la famille des y-protéobactéries. La 

présence de 5570 cadres de lecture ouverts prédits dans son génome est une indication 

de sa grande polyvalence et de sa diversité génétique (Stover et al., 2000). Le génome 

de P. aeruginosa contient un nombre très important de gènes prédits codant pour des 

protéines de la membrane externe impliquées dans l'adhésion, la motilité, l'efflux 

d'antibiotiques, l'exportation de facteurs de virulence et des récepteurs 

environnementaux, ainsi que de nombreux gènes codant pour des systèmes de 

transport et des enzymes impliquées dans l'absorption de nutriments et dans le 

métabolisme (Kung et al., 2010). En raison de sa versatilité métabolique, P. aeruginosa 

est une bactérie qui a des besoins nutritionnels minimes, pouvant obtenir de l'énergie à 

partir d'une variété de sources de carbone et pouvant utiliser l'azote comme accepteur 

final d'électrons sous des conditions anaérobies (Kung et al., 2010). Considérant son 

remarquable potentiel d'adaptabilité, il n'est pas surprenant de trouver P. aeruginosa 

dans une vaste diversité d'environnements naturels, notamment des milieux humides, 

où elle peut persister grâce à sa capacité à former des communautés bactériennes 

englobées dans une matrice adhésive et protectrice de polysaccharides. Ce mode de 

vie multicellulaire est nommé biofilm (Costerton et al., 1978). Les mêmes propriétés qui 

lui confèrent son succès adaptatif dans différentes niches écologiques lui permettent 

aussi de coloniser les plantes et les animaux où elle survit comme commensal, ou 

comme pathogène opportuniste causant des infections lorsque le système immunitaire 

de l'hôte est compromis. (Le Berre et al., 2006). 

Grâce notamment à sa capacité de formation de biofilm et à sa résistance 

naturelle à de nombreux antiseptiques et antibiotiques, P. aeruginosa est souvent 

présente en milieu hospitalier où elle peut coloniser rapidement des instruments 

médicaux couramment utilisés comme des cathéters et des bronchoscopes, favorisant 

sa pénétration chez le patient et le développement d'infections nosocomiales (Brooun et 

al., 2000). En conséquence, P. aeruginosa est souvent responsable d'infections 

respiratoires, urinaires et cutanées graves. Elle est également reconnue comme le 

principal agent causant des infections pulmonaires chroniques chez la plupart des 
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patients atteints de la fibrose kystique (Singh et al., 2000; Winstanley et al., 2009). Pour 

initier l'infection, P. aeruginosa utilise généralement un affaiblissement substantiel de la 

première ligne de défense de l'hôte, soit une altération de l'intégrité de la peau ou des 

muqueuses, ou bien, une altération des mécanismes de défense immunitaire à 

médiation cellulaire comme dans le cas de la neutropénie induite par chimiothérapie 

(Van Del den et al., 1998). Une fois dans le site d'infection, P. aeruginosa déploie son 

« arsenal moléculaire », incluant de multiples facteurs de virulence cellulaires et 

extracellulaires qui lui permettent de développer l'infection et de coloniser les divers 

tissus de l'hôte (Jimenez et al., 2012). Ces facteurs de virulence sont exprimés de façon 

séquentielle lors des différentes étapes de l'infection de l'hôte (Van Delden et al., 1998). 

La première étape du processus infectieux consiste en l'adhérence de la bactérie 

dans l'épithélium altéré au moyen de l'expression de facteurs de virulence cellulaires, 

incluant le flagelle, le facteur d'adhésion (pili de type IV), l'alginate et les 

lipopolysaccharides de surface. Après la colonisation, le processus infectieux évolue, 

soit vers une phase d'infection chronique, ou bien, vers une phase d'infection aigüe. 

Cette dernière est caractérisée par une production majeure de facteurs de virulence 

extracellulaires dépendant de la signalisation cellulaire. Ces facteurs sont principalement 

les exotoxines, les exoprotéases, les phospholipases C et les chromophores. Ces 

facteurs de virulence endommagent sévèrement les tissus infectés et facilitent l'invasion 

du système sanguin et la dissémination bactérienne (Van Delden et al., 1998). 

L'expression de la plupart des facteurs de virulence extracellulaires requiert une 

coordination très stricte, notamment par des systèmes de régulation impliquant la 

signalisation cellulaire. L'ensemble de ces systèmes de régulation est connu comme 

«quorum sensing » (QS) (Jimenez et al., 2012). 

Le QS est un système de communication intercellulaire qui permet de réguler 

l'expression et/ou la répression coordonnée de gènes spécifiques en fonction de la 

densité de la population bactérienne (Fuqua et al., 1994). Ce mécanisme de 

communication et de coopération cellulaire offre plusieurs avantages aux bactéries, 

comme l'adoption de comportements qui facilitent leur survie, leur protection et leur 

dissémination dans l'environnement. Chez P. aeruginosa, trois systèmes de OS ont été 

identifiés, le système Las, le système Rhl et le système MvfR. Ces systèmes jouent tous 
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un rôle crucial dans la virulence de P. aeruginosa et dans la production du biofilm, un 

mécanisme de résistance rendant les traitements antibiotiques classiques moins 

efficaces. Il est donc impératif de trouver de nouvelles approches thérapeutiques pour le 

traitement des infections causées par P. aeruginosa. Une nouvelle stratégie qui est 

envisagée serait d'utiliser des molécules visant à inhiber spécifiquement le QS. Chez P. 

aeruginosa, cette stratégie permettrait d'affecter sa pathogénicité sans altérer sa 

croissance. Étant donné que cela n'affecterait pas la viabilité cellulaire, le 

développement de résistance due à ces molécules serait moins favorisé (Hentzer et al., 

2003). En effet, des études réalisées sur différents modèles animaux d'infection ont 

montré que les mutants du système de QS MvfR sont beaucoup moins virulents que la 

souche sauvage (Rahme et al., 1997; Mahajan-Miklos et al., 1999; Tan et al., 1999; 

Jander et al., 2000; Cao et al., 2001; Déziel et al., 2005). Toutefois, une meilleure 

compréhension du fonctionnement du système de QS MvfR et des enzymes 

responsables de la synthèse des molécules impliquées dans le QS est essentielle à cet 

égard et pourrait éventuellement ouvrir la voie à l'identification de nouvelles cibles 

thérapeutiques potentielles et, par conséquent des antibiotiques plus spécifiques pour 

contrer les infections causées par P. aeruginosa. 
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Étude du rôle de PqsB et PqsC, des enzymes impliquées dans la biosynthèse des 

HAQ chez Pseudomonas aeruginosa. 

SYNTHÈSE 
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1 Le système de « quorum sensing » MvfR 

1.1 Introduction 

1.1.1 « Quorum sensing » 

La communication cellulaire et les comportements cellulaires concertés sont maintenant 

acceptés comme étant courants chez la plupart des bactéries à Gram négatif et à Gram positif. 

Concevoir un mode de vie multicellulaire plutôt qu'individuel chez les bactéries a été possible 

grâce en grande partie à la découverte des molécules de signalisation et leur implication dans la 

perception de la densité cellulaire (Shapiro, 1998). 

Le « quorum sensing » (QS) utilise de petites molécules diffusibles appelées auto

inducteurs. Ces molécules sont synthétisées intracellulairement pendant la croissance 

bactérienne et sécrétées dans le milieu extracellulaire où elles s'accumulent. Au fur et à mesure 

que la densité cellulaire locale augmente, la concentration des autoinducteurs augmente en 

parallèle. Une fois un seuil critique de concentration atteint, l'autoinducteur lie son récepteur à 

l'intérieur de la cellule, déclenchant une cascade de transduction de signal qui résulte en une 

activation et/ou répression de l'expression de gènes bien précis dans l'ensemble de la 

population. De cette façon, le QS conduit les cellules d'une population à adopter un 

comportement coopératif permettant leur adaptation aux changement des conditions 

environnementales (Galloway et al., 2011 ). Le QS est impliqué dans la régulation de 

l'expression d'une large variété de phénotypes, tels que la virulence, la bioluminescence, la 

conjugaison bactérienne, la symbiose, la motilité, la production d'antibiotiques, la sporulation et 

la formation de biofilms (Camilli et al., 2006). 

1.1.2 « Quorum sensing » chez les bactéries à Gram négatif 

En général, chez les bactéries à Gram négatif, les systèmes de QS sont organisés d'une 

façon semblable au système Luxi/LuxR caractéristique de la bactérie Vibrio fischeri (Figure 1.1 ). 

Les protéines de type Luxl sont des enzymes impliquées dans la synthèse d'acyl homosérine 

lactones (AHL) servant d'auto-inducteurs. Par ailleurs, différents homologues de Luxl génèrent 
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différentes molécules d'AHL (Greenberg, 2000). Spécifiquement, à faible densité cellulaire, 

l'opéron lux/ est transcrit à un faible niveau basal. Par conséquent, l'autoinducteur est aussi 

produit à faible concentration et diffuse librement à travers la membrane cellulaire. La 

concentration extracellulaire de l'autoinducteur augmente simultanément et au même rythme 

qu'augmente la population cellulaire (Miller et al., 2001 ). Les protéines de type LuxR sont des 

régulateurs transcriptionnels. Les homologues de LuxR sont des enzymes constituées d'un 

domaine C-terminal responsable de la dimérisation et la liaison à l'ADN et un domaine N

terminal responsable de la liaison à l'autoinducteur (Parsek et al., 2000). Ainsi, lorsque la 

concentration critique de l'autoinducteur est atteinte, celui-ci lie le régulateur formant le 

complexe LuxR-AHL (Fuqua et al., 1994). La forme active du complexe LuxR-AHL requiert la 

formation d'un homodimère. Ces interactions optimisent ainsi l'affinité du régulateur 

transcriptionnel à l'égard des régions promotrices des gènes cibles où le régulateur lie un 

domaine d'ADN spécifique et interagit aussi sur place avec I'ARN polymérase favorisant ainsi la 

transcription. La séquence d'ADN en question est la boîte lux, un palindrome de 20 paires de 

bases situé à environ -40 paires de bases du site d'initiation de la transcription du gène cible 

(Egland et al., 1999; Johnson et al., 2003). 

L'expression de lux/ est aussi stimulée par le complexe LuxR-AHL. De cette façon, 

lorsque le QS est activé la production de l'auto-inducteur est davantage induite et en 

conséquence sa concentration dans le milieu environnant devient encore plus importante, 

favorisant la formation d'une boucle d'auto-induction positive (Figure 1.1) (Galloway et al., 

2011 ). 
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Figure 1.1. Schéma représentant le système de QS LuxULuxR chez V. fischer/. Adapté de Galloway (2011 ). 

1.1.3 « Quorum sensing » chez Pseudomonas aeruginosa 

Plusieurs espèces bactériennes établissent un réseau de communication intercellulaire 

utilisant deux molécules de signalisation ou même plus, ou encore plusieurs systèmes de as. 
Ceci est le cas de P. aeruginosa. Elle possède deux systèmes de as utilisant des molécules de 

la famille AHL comme auto-inducteurs (Figure 1.2). Le système Las utilise la synthase Lasl, un 

homologue de Luxl et responsable de la synthèse du 3-oxo dodécanoyl homosérine lactone (ou 

3-oxo-C12-HSL). Le récepteur intracellulaire du 3-oxo-C12-HSL est le régulateur transcriptionnel 

LasR. Par ailleurs, le système Rhl possède la synthase Rhll responsable de la synthèse du 

butanoyl homosérine lactone (ou C4-HSL), qui lie le récepteur RhiR (Galloway et al., 2011 ). 
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3-oxo-C12-HSL 

Figure 1.2. Structure chimique des auto-Inducteurs produits dans les systèmes de QS Lasl (3-oxo-C12-HSL) et 

Rhll (C4-HSL). 

Ces deux systèmes de QS sont intégrés avec un troisième système, le système MvfR. 

Ce système utilise des molécules de signalisation chimiquement différentes des deux autres 

systèmes. Les molécules de signalisation du système MvfR appartient à la famille des 4-

hydroxy-2-alkylquinolines (HAQ) (Pesci et al., 1999; Déziel et al., 2005) (Figure 1.3). 

OH 

R 

Figure 1.3. Structure générale des HAQ. Les HAQ sont des molécules hétérocycliques aromatiques 
composées d'un noyau quinollne avec une chaîne alkyle en position 2 (Wells, 1951). 

Une fois le régulateur MvfR activé, il régule positivement l'expression des opérons phn et 

pqs qui codent pour les enzymes nécessaires à la biosynthèse des HAQ (Figure 1.5) (Xiao et 

al., 2006 a). 

1.1.4 Le système MvfR 

Le système MvfR est composé essentiellement d'un régulateur transcriptionel codé par 

le gène mvfR et deux opérons codant les enzymes nécessaires à la biosynthèse des HAQ. 

L'opéron phnAB code les sous-unités a et 13 de l'anthranilate synthase PhnAB, responsable de 

la biosynthèse de l'acide anthranilique, un précurseur direct des HAQ (Essar et al., 1990). 
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L'opéron pqsABCDE code les enzymes PqsA, PqsB, PqsC, PqsD et PqsE. ln vivo, les enzymes 

codées par cet opéron sont essentielles pour la biosynthèse des HAQ, à exception de PqsE qui 

semble être impliquée dans la régulation de l'expression de nombreux facteurs de virulence 

contrôlés par le régulon mvfR, comme la pyocyanine, les rhamnolipides et les élastases 

(Gallagher et a/., 2002; Diggle et a/., 2003). Il est aussi possible que PqsE soit impliquée dans la 

régulation des systèmes MvfR et Rhl (Déziel et a/., 2005; Farrow et a/., 2008). 

Plus de cinquante molécules appartenant à la famille des HAQ ont été identifiés chez P. 

aeruginosa (Lépine et a/., 2004). Les HAQ les plus abondantes produites par P. aeruginosa sont 

celles qui portent une chaîne aliphatique à sept carbones, soient le HHQ (4-hydroxy-2-

heptylquinoline), le PQS (3,4-dihydroxy-2-heptylquinoline, de l'anglais : Pseudomonas 

Quinolone Signal) et le HQNO (4-hydroxy-2-heptylquinoline N-oxyde) (Figure 1.4). Néanmoins, 

seulement le HHQ et le PQS sont connus comme auto-inducteurs dans le système MvfR 

(Lépine et a/., 2004). 

OH OH OH 

HHQ PQS HQNO 

Figure 1.4. Structure chimique des HAQ les plus abondantes. 

Les HAQ ne sont pas toutes directement synthétisées par les enzymes codées par 

l'opéron pqs (Figure 1.5). La synthèse de PQS, et de HQNO nécessite des enzymes 

supplémentaires codées par des gènes positionnés ailleurs dans le génome. La production de 

PQS requiert l'enzyme PqsH, une monoxygénase FAD-dépendante qui catalyse l'hydroxylation 

du HHQ pour former du PQS (Gallagher et a/., 2002). Quant au HQNO, sa biosynthèse 

nécessite l'enzyme Pqsl. Cette enzyme est une monoxygénase responsable de la modification 

du groupement azoté du noyau quinoline en N-oxyde (-NO) (Lépine et a/., 2004). Le HHQ n'est 

pas le précurseur intermédiaire du HQNO (Déziel et a/., 2004), le substrat de PqsL demeure 

encore inconnu. 

La biosynthèse des HAQ requiert la présence du régulateur LasR puisque ce régulateur 

active directement la transcription de MvfR et régule également de manière positive l'expression 
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de pqsH. MvfR fait partie de la famille des régulateurs de type LysR. Cette famille partage une 

structure conservée portant un motif hélice-tour-hélice de liaison à l'ADN en position N

terminale, et un domaine de liaison du ligand en position C-terminale (Maddocks et al., 2008). 

Lorsque le régulateur MvfR lie son ligand, soit le HHQ ou bien le PQS, il subit un changement 

de conformation qui augmente l'affinité du domaine de liaison à l'ADN pour le promoteur présent 

dans des gènes qu'il régule (Wade et al., 2005). Cependant, MvfR possède une affinité plus 

importante pour le PQS que pour le HHQ (Xiao et al., 2006 b). Ceci suggère que la fixation de 

l'un ou l'autre ligand induirait un changement de conformation différent chez MvfR à l'égard 

d'une régulation sélective en fonction du ligand fixé. Lorsque MvfR est activé, il exerce une 

activation directe sur les opérons pqs et phn permettant ainsi la mise en place d'une boucle 

d'auto-induction positive qui favorise directement la production de HHQ. Quant à la production 

de PQS, elle n'est contrôlée qu'indirectement par MvfR, puisque celui-ci ne régule pas 

l'expression de pqsH (Déziel et al., 2005), le gène codant l'enzyme catalysant la conversion de 

HHQ en PQS. Par ailleurs, le circuit est régulé de manière négative par RhiR qui diminue la 

transcription de l'opéron pqsABCDE en se fixant sur des séquences spécifiques dans la région 

promotrice de l'opéron (McGrath et al., 2004; Xiao et al., 2006 a). 

PQS 

Figure 1.5. Principales protéines Impliquées dans la biosynthèse des HAQ chez P. aeruginosa. 
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1.1.5 Hiérarchie des systèmes de « quorum sensing » chez Pseudomonas 

aeruginosa 

Les systèmes de as Las, Rhl et MvfR coopèrent de manière dynamique et interviennent 

séquentiellement dans la régulation de l'expression des gènes codant des facteurs de virulence 

cellulaires et extracellulaires de P. aeruginosa, qui sont ainsi exprimés différentiellement au 

cours des étapes précoces et tardives du processus infectieux (Figure 1.6) (Juhas et al., 2005). 

La cascade de as chez P. aeruginosa débute avec l'activation de la transcription de 

lasR par Vfr (en anglais : virulence factor regula tor), le régulateur majeur du as chez cette 

bactérie (Pesci et al., 1997). Vrf est apparenté au récepteur CRP (en anglais : cyclic AMP 

recepteur protein) (West et al., 1994). Le facteur qui déclenche une augmentation de la 

concentration du second messager AM Pc (adénosine monophosphate cyclique) chez P. 

aeruginosa n'est pas encore connu, mais il pourrait être bien un stimulus dépendant de la 

densité cellulaire vu que l'expression de lasR est aussi dépendante de cette condition. En effet, 

lasR est exprimé a niveau basal jusqu'à ce qu'il est induit dans la seconde moitié de la phase 

logarithmique et son expression devient maximale pendant la phase stationnaire (Pesci et al., 

1997). Lorsque Vfr est activé par I'AMPc, il lie une séquence consensus connue comme CCS 

(en anglais: CRP-binding concensus sequence) qui est présente dans la région promotrice de 

lasR, activant ainsi sa transcription (Aibus A et al., 1997). lasR possède un autre possible site 

transcriptionnels distinct, un palindrome de type boîte lux qui pourrait éventuellement être lié par 

LasR pour exercer un autre niveau de contrôle sur l'expression de lasR, ce qui pourrait 

expliquer les évidences d'autorégulation (Al bus A et al., 1997). 
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Processus infectieux 

Facteurs de virulence cellulaires extracellulaires 

Densité cellulaire 

Croissance bactérienne 

Phase de latence Phase exponentielle Phase stationnaire 

Figure 1.6. Étapes du processus infectieux en fonction de la phase de croissance chez les bactéries à Gram 
négatif. Adapté de Lautier et al., 2005. 

L'activation de LasR comme régulateur transcriptionnel induit l'expression de plusieurs 

gènes codant des facteurs de virulence comme par exemple, la protéase LasA et l'exotoxine 

ToxA (Jones et al., 1993; De Kievit et al., 2000). Toutefois, il n'a pas encore été possible de 

définir une seule séquence consensus de liaison de LasR dans le région promotrice des gènes 

contrôlés par ce régulateur, suggérant que certains de ces gènes sont activés indirectement 

(Schuster et al., 2007). Parallèlement aux gènes de virulence, LasR active aussi la transcription 

de rh// et rh/R induisant ainsi l'expression du second système de QS (Latifi et al., 1996; Pesci et 

al., 1997, De Kievit et al., 2002). Cependant, étant donné que le système Rhl est inhibé en 

présence de 3-oxo-C12-HSL, il pourra s'activer seulement quand la concentration en LasR et 3-

oxo-C12-HSL aura diminué (Soberon-Chavez et al., 2005), permettant ainsi une activation 

séquentielle des deux systèmes. À son tour, RhiR module l'expression de plusieurs gènes 

comme lecA (lectine), ainsi que les opérons hcnABC, rh/AB et phzABCDEFG essentiels pour la 

production du cyanure d'hydrogène, des rhamnolipides et de la pyocyanine respectivement 

(Rasmussen et al., 2005). Toutefois, certains gènes de virulence sont contrôlés par les deux 

systèmes Las et Rhl, comme par exemple, les gènes encodant l'élastase LasB et la protéase 

alcaline AprA. 
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Le système de QS MvfR est interdépendant des systèmes Las et Rhl. En effet, la 

biosynthèse des HAQ est activée par le régulateur LasR, et régulée de façon négative par RhiR 

(Figure 1.7) (Gallagher et al., 2002; McGrath et al., 2004; Xiao et al., 2006 b). Enfin, l'expression 

de plusieurs gènes de virulence est aussi modulée conjointement par les deux systèmes Rhl et 

MvfR. 

. ..... 
AMPc 

3-oxo-C12-HSL 
_ ........... '!'9 ... ................... 

c,.-HSL 

{' 
• Ad de 

autlu·aulllque 

PQS 

Figure 1.7. Schéma représentant l'Interdépendance des systèmes de QS chez Pseudomonas aeruglnosa. 

La découverte de la présence fréquente de mutants lasR" dans l'environnement ainsi que 

chez les patients atteints des infections causées par P. aeruginosa est en opposition avec 

l'hypothèse qui considère le régulateur LasR comme étant essentiel pour activer pleinement la 

virulence chez cette bactérie. Ceci a fait l'objet d'études récentes afin de comprendre le rôle 

spécifique de LasR et son implication dans l'expression des facteurs de virulence. Dekimpe et 
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al. (2009) ont caractérisé l'expression de plusieurs gènes déterminants contrôlés par le as chez 

un mutant /asR". Leurs résultats ont montré que l'expression de plusieurs gènes contrôlés par 

les systèmes Rhl et MvfR n'était pas inhibée, car le phénotype spécifique des gènes étudiés 

était observé pendant la phase stationnaire, indiquant plutôt une expression retardée. De plus, 

ils ont trouvé que le régulateur RhiR était capable d'activer l'expression des gènes régulés par 

LasR, incluant quelques gènes considérés exclusivement régulés par LasR comme las/. Ils ont 

donc conclu qu' « en absence de LasR, un nouveau mécanisme est mis en place chez la 

bactérie pour contourner le défaut dans la régulation du as, permettant à RhiR d'induire le 

système Las lorsque LasR n'est pas fonctionnel» (Dekimpe et al., 2009). Il est très intéressant à 

cet égard de constater que le contrôle d'un système de as sur un autre n'est donc pas absolu, 

mais que le contrôle des systèmes de as est maintenu par des interactions complexes. 

1.2 Biosynthèse des HAQ 

En 1945, Hays (Hays et al., 1945, cité par Wells, 1951) a rapporté l'isolement de cinq 

composés ayant des propriétés antibiotiques similaires provenant de Pseudomonas aeruginosa. 

Ces composés étaient insolubles dans l'eau mais solubles dans une variété de solvants 

organiques. Leur structure chimique était inconnue mais des analyses spectroscopiques avaient 

montré qu'ils étaient tous étroitement apparentés. Par manque d'une nomenclature appropriée, 

ces composés ont été nommés Pyo lb, Pyo le, Pyo Il, Pyo Ill, et Pyo IV selon leur ordre 

d'isolement. En 1951, Wells a determiné la structure chimique de trois de ces composés par 

absorption ultraviolet. En effet, il a demontré que les structures de Pyo lb, Pyo le, et Pyo Ill 

correspondaient au 2-heptyl-4-quinolinol, 2-nonyl-4-quinolinol, et 2-(A 1-nonenyl-)-4-quinolinol, 

respectivement (Wells, 1951 ). 

Depuis la découverte de la structure chimique des composés Pyo, plusieurs études ont 

été effectuées afin d'élucider leur mécanisme de biosynthèse. En 1955, Cornforth a proposé 

que la biosynthèse de ces composés était possible par condensation de l'acide anthranilique 

avec un 13-cétoacide provenant de la synthèse ou de la dégradation des acides gras, cette 

réaction conduirait à la synthèse directe d'un composé Pyo avec la perte d'une molécule de 

dioxyde de carbone et une molécule d'eau (Figure 1.8). Plus tard, cette hypothèse a pris de la 

consistance lorsque Déziel et collaborateurs (2004) ont démontré que l'acide anthranilique était 

le précurseur primaire de toutes les HAa (Déziel et al., 2004). En 2008, Zhang et collaborateurs 
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ont mis en évidence le rôle de PqsA, qui est en effet l'enzyme responsable de l'activation de 

l'acide anthranilique en anthranoyi-CoA (Zhang et al., 2008). Toutefois, bien qu'essentiel, le rôle 

de PqsB, PqsC et PqsD dans la biosynthèse des HAQ est encore inconnu. 

0 OH 

A 
+ 1 OH 

OAR R 

C02 +H20 

Figure 1.8. Les composés précurseurs des HAQ proposés par Cornforth et al., 1956. 

1.2.1 Biosynthèse de l'acide anthranilique 

Chez P. aeruginosa, l'approvisionnement en acide anthranilique utilisable pour la 

biosynthèse des HAQ provient de deux voies métaboliques distinctes (Figure 1.9). La première 

source correspond à la production directe de l'acide anthranilique par l'anthranilate PhnAB à 

partir de l'acide chorismique (Gallagher et al., 2002). Bien que l'acide anthranilique soit aussi un 

métabolite intermédiaire dans la biosynthèse du tryptophane, l'anthranilate PhnAB n'intervient 

pas dans cette voie métabolique (Essar et al., 1990). La deuxième source d'acide anthranilique 

provient de la dégradation enzymatique du tryptophane par la voie de la kynurénine. On 

considère généralement que cette voie serait davantage utilisée lorsque la bactérie pousse dans 

un milieu riche (Kurnasov et al., 2003; Farrow et al., 2007). 
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Figure 1.9. Schéma simplifié des deux voies métaboliques responsables de la synthèse de l'acide 
anthranilique pour la biosynthèse des HAQ chez P. aeruglnosa. Adapté de Farrow (2007). 

1.2.2 Les 3-cétoacides comme étant des précurseurs des HAQ 

Les expériences élaborées par Bredenbruch et collaborateurs (2005) ont appuyé 

fortement l'hypothèse proposée par Confort (1956) selon laquelle les 3-cétoacides seraient des 

composés précurseurs des HAQ. L'objectif des expériences de Bredenbruch était de déterminer 

l'identité du substrat qui apportait les carbones 2 et 3 du noyau quinoline ainsi que la chaîne 

aliphatique. Bredenbruch avait considéré que le composé précurseur en question pourrait être 

synthétisé par condensations successives d'acétate au cours de la synthèse de novo des acides 

gras. Afin de déterminer la façon comme l'acétate pouvait s'intégrer dans le HHQ, Bredenbruch 

a effectué des expériences de marquage dans lesquelles il a cultivé P. aeruginosa dans un 

milieu minimal alimenté avec de l'acétate marqué au 13C comme source principale de carbone et 

de l'acide anthranilique non-marqué (Figure 1.1 0). 

Carlos Eduardo Dulcey 1 Maîtrise en Microbiologie Appliquée / 20 13 1 INRS-Institut Annand-Frappier 13 



Acétate Acétate Acétate Acétate 
non-marqué (1-BC) (2-BC) (1,2-BC) 

0 0 0 0 

~o ~ ~o ~o ~ .~o 
y- UNH~H ~ y- UNH~H ~ 

A. A 

Culture de P. 
1--- -\ +- aeruginosa dans -+ J-- -\ 

un milieu minimal 

A. A 

Culture de P. 
1--- -\ +- aeruginosa dans 

un milieu minimal 

Extraction de HHQ au méthanol à partir du surnageant, séparation des HHQ par 
TLC, trimethylsilylation et analyse par CG/SM 

Figure 1.10. Schéma représentant les expériences de marquage effectuées par Bredenbruch (2005). A.A 
correspond à l 'acide anthranlllque non-marqué. 

Il a été observé en spectrométrie de masse que lorsque l'acétate était marqué dans le 

carbone 1, les HHQ produits portaient une masse de 320 Da, donc la masse était augmenté de 

4 Da en comparaison du HHQ non-marqué (M+ = 315 Da) (Figure 1.11, a et b). Lorsque 

l'acétate était marqué dans le carbone 2, la masse des HHQ produits était augmentée de 5 Da 

(Figure 1.11, a et c). En fragmentant ces deux composés marqués, les auteurs ont d'observé 

l'ion fils 232 m/z provenant du marquage au carbone 1-13C et l'ion fils 233 m/z provenant du 

marquage au carbone 2-13C. Ces ions indiquaient la présence d'un carbone marqué dans le 

noyau quinoline des deux dérivés. Bredenbruch a donc proposé que la partie hétérocyclique du 

noyau quinoline pourrait aussi être synthétisée par des unités d'acétate. Ces évidences 

supportaient indirectement l'hypothèse proposé par Bredenbruch selon laquelle les HHQ 

seraient synthétisés par une condensation de Claisen entre le groupe carbonyle de l'acide 

anthranilique et le groupe ester d'un 3-cétodécanoïque. 

Par ailleurs, l'alternance de 13C et 12C dans la chaîne alkyle et leur incorporation dans le 

noyau quinoline pourrait être expliquée en considérant que la biosynthèse des acides gras à 

partir de l'acétate 1-13C générait des acides carboxyliques marqués dans les carbones impairs 

tandis que les acides carboxyliques obtenus à partir de l'acétate 2-13C étaient marqués dans les 

carbones pairs. 
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Spectre de masse d'un 
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Figure 1.11. Spectres de masse montrant les résultats des expériences de marquage effectuées par 
Bredenbruch (2005). Tiré de Bredenbruch et al., 2005. 
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Afin de démontrer que l'acétate était la source du précurseur acide 3-cétodecanoique, 

une expérience de marquage complet avec de l'acétate (1,2-13C) a été effectué (Figure 1.10). Si 

cette hypothèse était vraie, deux carbones 13C voisins devraient être détectés tout au long de la 

chaîne aliphatique ainsi que dans le noyau quinoline. Cette expérience a donné des HHQ avec 

une masse additionnelle de 9 Da, avec un double marquage au 13C dans le noyau quinoline. 

Puisque le composé précurseur suspecté comporte 1 0 carbones et le composé marqué obtenu 

en possède seulement 9, la perte d'un carbone pouvait seulement être expliqué par l'élimination 

d'une molécule de co2 provenant du groupe carboxyle du précurseur 3-cétodécanoïque lors de 

la réaction de condensation avec l'acide anthranilique (Figure 1.12). Donc, selon cette 

hypothèse, l'acide 3-cétodécanoïque est le précurseur à la fois de la chaine aliphatique et des 

carbones 2 et 3 du noyau quinoline. 

0 

OH 

NH2 

Acide anthranilique 

-+ 

0 

3-{;élodécanorque 

1 c~ .{ 

Figure 1.12. Réaction de synthèse de HHQ proposée par Bredenbruch (2005). 

1.2.3 Activation de l'acide anthranilique 

PqsABCD 

OH 

HHQ 

L'utilisation de l'acide anthranilique dans la biosynthèse des HAQ requiert son activation 

et celle-ci a lieu au moyen de la formation d'un thioester avec le coenzyme A, cette réaction 

étant catalysée par l'enzyme PqsA, une acyl coenzyme A ligase (Figure 1.13) (Coleman et al., 
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2008). Pour ce faire, PqsA catalyse la formation d'une liaison acyl-thiol entre la fonction 

carboxylique de l'anthranilate et la fonction thiol de la cystéamine terminale de la coenzyme A 

donnant l'anthranoyi-CoA. Cette liaison est riche en énergie et celle-ci est libérée lors de son 

hydrolyse favorisant la réalisation de la prochaine réaction (Bernhard, 1983). 

A cl dl! 
antbranlllqul! 

0

~ PqsA 

~H ) N~ 

H~~nl~~ofo-!}j{:(J 
l\'Hz - J.. ...., 

Coi!DZ)'ml! A 
0 

rf 

0 ~>-

Antbranoyl-CoA 

Figure 1.13. Réaction d'activation de l'anthranilate en anthranoyi-CoA catalysée par PqsA. Adapté de Zhang 
(2008). 

1.2.4 Biosynthèse de DHQ 

Zhang et collaborateurs (2008) ont rapporté le mécanisme de biosynthèse du 2,4-

dihydroxyquinoline (DHQ), une molécule trouvée abondante dans le milieu dans la phase 

stationnaire chez P. aeruginosa (Lépine et al., 2007). La réaction de biosynthèse est catalysée 

par PqsD, une enzyme de condensation de type FabH 13-cétoacyi-ACP synthase Ill (Bera et al., 

2009). Le DHQ est composé d'un groupe anthranoyle condensé avec un groupe acétate. PqsD 

utilise comme substrats l'anthranoyi-CoA activé par PqsA, et le malonyi-CoA (ou malonyi-ACP) 

provenant de la synthèse de novo des acides gras. Dans la première étape de la réaction, le 

résidu cystéine 144 de PqsD lie l'anthranoyle pour former un composé intermédiaire connu 

comme anthranoyi-PqsD. Tel que mentionné plus haut, l'hydrolyse du lien thioester de 

l'anthranoyi-CoA fournit l'énergie nécessaire pour effectuer cette réaction. Lors de la seconde 

étape, l'enzyme acylée catalyse la condensation du carbone a du malonyle avec le groupe 
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carboxylique de l'anthranoyle, libérant une molécule de C02, cette réaction conduisant à la 

formation du 2-aminobenzoylacétate Coenzyme-A (2-ABA-CoA). Il est considéré que ce 

composé intermédiaire se cyclise de façon spontanée pour former le DHQ (Figure 1.14) (Zhang 

et al., 2008). 

0 

Anthranoyi-CoA 
1 

1 
NH 

1 

H-S - CH 2- CH 

1 

Résidu cystéine 
144de PqsD 

NH2 C= O 

+ 1 

0 

~ 
Anthranoyi-PqsD 

~ 
S-CoA Malonyi-CoA 

1co1.{ 0 

~ 
2-ABA-CoA DHQ 

~ 

Figure 1.14. Réaction de biosynthèse de DHQ. Adapté de Zhang (2008). 

La structure chimique du DHQ est très similaire à celle du HHQ. En effet, le DHQ est 

formé d'un noyau quinoline et possède deux groupements hydroxyles en position 2 et 4, à la 

différence que le HHQ possède une chaîne aliphatique à sept carbones en position 2 plutôt 

qu'un groupement hydroxyle (Lépine et al. 2007; Zhang et al., 2008). La mise en évidence de 

cette réaction a donné d'autres indications sur la façon dont le noyau quinoline du HAQ pourrait 

se former. Le mécanisme serait donc plus compliqué que la proposition de Bredenbruch et al., 

(2005). 
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1.2.5 Réévaluation de l'hypothèse du mécanisme de biosynthèse à une seule 

étape 

Des expériences visant à étudier la façon dont les enzymes codées par l'opéron pqs 

interviennent dans la biosynthèse de HHQ chez la souche PA14 ont été effectuées dans le 

laboratoire du Dr. Déziel (Résultats non publiés). Dans une première expérience, le surnageant 

d'une culture d'un mutant pqsB ou pqsC a été donné à une culture d'un double mutant pqsA 

(incapable d'activer l'acide anthranilique), pqsH non-polaire (incapable de former PQS à partir 

de HHQ). Les deux mutants utilisés sont incapables de produire des HAQ lorsqu'ils sont cultivés 

séparément. Toutefois, lorsque la culture du double mutant pqsA, pqsH a été complémentée 

avec le surnageant provenant de la culture du mutant pqsB ou pqsC, du HHQ a été détecté 

dans ce surnageant, démontrant qu'un surnageant d'un mutant pqsB ou pqsC possède un 

intermédiaire permettant la synthèse de HHQ chez un mutant pqsA non-polaire (Figure 1.15). 

Culture du mutant 
pqsB ou pqsC non-polaire 

Surnageant 
fi ltré 

Culture du double mutant 
pqsA,pqsH non-polaire 

OH 

HHQ 

Figure 1.15. Schéma représentant l'expérience réalisée par le Dr. Déziel qui a amené à considérer l'existence 
d'un composé intermédiaire dans la voie de biosynthèse des HAQ. 

Dans une deuxième expérience, un mutant pqsC non-polaire a été cultivé avec l'acétate 

complètement marqué avec le 13C comme la source principale de carbone et avec de l'acide 

anthranilique non-marqué et le surnageant de cette culture a été filtré et donné à une culture du 

double mutant pqsA, pqsH non-polaire. L'analyse ultérieure de ce surnageant a permis 

d'identifier la présence d'un HHQ avec une masse additionnelle de 1 Da. (Figure 1.16). 
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Figure 1.16. Schéma représentant l'expérience de marquage réalisée par le Dr. Déziel qui a amené à 
l'obtention d'un HHQ marqué. 

Si l'hypothèse de la biosynthèse des HAQ en une seule étape aurait été vraie, on aurait 

observé des HHQ produits avec une masse additionnelle de 9 Da tel qu'il a été observé par 

Bredenbruch et al., (2005). Par contre, ce résultat a montré qu'un carbone du noyau quinoline 

provient d'un précurseur différent de celui de la chaîne aliphatique qui a été ajouté par le double 

mutant où les enzymes PqsB et PqsC sont fonctionnelles. Ceci indique que les enzymes PqsA 

et PqsD agissent de la même façon lors de la synthèse du noyau quinoline du HHQ et du DHQ 

pour produire un composé intermédiaire extracellulaire ayant incorporé une molécule originant 

de l'acétate et qui est utilisé par les enzymes PqsB et PqsC pour produire du HHQ. 

Une autre expérience a été effectuée afin de vérifier cette hypothèse. Dans celle-ci, le 

surnageant d'un mutant pqsC non-polaire a été donné à une culture du double mutant pqsA, 

pqsH cultivé avec l'acétate marqué (1,2-13C). Le HHQ détecté était marqué dans la chaîne 

aliphatique avec une masse additionnelle de 8 Da (Figure 1.17). 
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Figure 1.17. Schéma représentant l'expérience de marquage réalisée par le Dr. Déziel et collaborateurs qui a 
amené à l'obtention du HHQ marqué dans le carbone 2 du noyau quinollne et dans la chaine aliphatique. 

Ce résultat confirme l'hypothèse de la biosynthèse des HAQ en deux étapes, dont la 

première implique l'incorporation dans le noyau quinoline d'un dérivé de l'acétate (comme le 

malonate) comme dans la biosynthèse du DHQ. Cette réaction serait catalysée par PqsD. La 

deuxième étape consisterait à l'incorporation de la chaîne aliphatique et d'un autre carbone au 

noyau quinoline, impliquant les enzymes PqsB et PqsC. Puisque le marquage était de 8 

carbones, et que la queue aliphatique en comporte sept, cela indique que vraisemblablement 

c'est le carbone 2, adjacent à la queue aliphatique qui est marqué. Tout ces éléments nous 

amènent à conclure que le précurseur du carbone 3 du noyau quinoline est différent du 

précurseur de la chaîne aliphatique et donc que l'acide 3-cétodécanoïque n'est pas le 

précurseur du HHQ. 

1.2.6 Réévaluation de l'hypothèse du précurseur 3-cétoacide 

D'autres expériences ont été effectuées pour trouver un précurseur du HHQ autre que 

l'acide 3-cétodécanoïque. Le surnageant d'une culture du mutant PqsB non polaire (ou PqsC 

non polaire) a été donné a une culture de double mutant PqsA, PqsH non polaire alimentée 

avec l'acide dodécanoïque complètement marqué au deutérium. L'analyse du surnageant a 

permis de détecter du HHQ avec une chaîne aliphatique entièrement marqué au deutérium 

(Figure 1.18). 
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Figure 1.18. Schéma représentant l'expérience qui a amené à l'obtention du HHQ marqué au deutérium dans 
la queue aliphatique. 

Le type de marquage utilisé ne permet cependant pas de savoir si les carbones en 

position 2 et 3 du noyau quinoline proviennent également de l'acide dodécanoïque utilisé. 

Cependant, le fait qu'une partie de l'acide dodécanoïque ait été incorporé en formant la chaîne 

aliphatique du HHQ soulève l'hypothèse que l'intermédiaire pourrait être un acide gras obtenu à 

travers la voie de la 13-oxydation plutôt que par la synthèse de novo des acides gras. Dans cette 

expérience l'acide dodécanoïque aurait subit un premier cycle de 13-oxydation produisant un 

intermédiaire avec 10 carbones, le décanoyi-CoA, qui serait incorporé aux HAQ donnant un 

analogue du HHQ ayant une queue aliphatique à 9 carbones, le 4-hydroxy-2-nonylquinoline 

(HNQ). De la même façon, à partir du décanoyi-CoA un deuxième cycle de 13-oxydation aurait 

produit un intermédiaire à 8 carbones, l'octanoyi-CoA, qui serait incorporé au HHQ en formant la 

queue aliphatique à 7 carbones. Afin de vérifier cette hypothèse, de l'acide octanoïque deutéré 

a été ajouté dans une culture de PA14. Les résultats ont montré que le HHQ détecté présentait 

un marquage important de +15 Da. Ceci supporte l'hypothèse que de l'acide octanoïque 

exogène est bien incorporé dans le HHQ. 

Ces résultats peuvent aussi expliquer les résultats obtenus par Bredenbruch (2005) lors 

de leurs expériences de marquage (Figure 1.19). 
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Figure 1.19. Schéma expliquant la réaction qui a amené à l'obtention de HHQ avec une masse additionnelle 
de 9Da lors des expériences de marquage réalisées par Bredenbruch (2005). D'après les résultats obtenus 
par le Dr. Dézlel et collaborateurs. 

Comme l'acétate marqué C3C) était la source principale de carbone dans la culture de P. 

aeruginosa, le malonyi-CoA et l'acide octanoïque, obtenu via la synthèse de novo des acides 

gras ou par J3-oxydation de l'acide décanoïque, étaient marqués au 13C. Par ailleurs, l'acide 

anthranilique non-marqué additionné dans la culture aurait été activé en anthranoyi-CoA par 

l'enzyme PqsA. Tout comme dans la biosynthèse de DHQ, l'anthranoyi-CoA aurait été 

transformé en anthranoyi-PqsD. Une réaction de condensation entre le malonate marqué et 

l'anthranoyi-PqsD non-marqué aurait formé le composé intermédiaire 2-aminobenzoylacetate 

coenzyme A (2-ABA-CoA) doublement marqué. Suite à une decarboxylation du 2-ABA, un seul 
13C aurait subsité et la condensation subséquente avec le dérivé octanoyi-CoA marqué, aurait 

permis l'incorporation complète de celui-ci en formant le carbone 2 du noyau quinoline et la 

queue aliphatique du HHQ. Cette séquence expliquerait l'obtention du HHQ +9 Da qui a été 

détecté par Bredenbruch et collaborateurs (2005). 
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1.2. 7 Rôle de PqsB et PqsC 

Dans la biosynthèse des acides gras, les acyi-CoA sont condensés par des enzymes de 

type cétoacyi-ACP synthétases Ill ou bien par des protéines de la famille FabH. Afin d'attribuer 

un potentiel de condensation chez PqsB, PqsC et PqsD qui sont des enzymes codées par 

l'opéron pqs, Zhang (2008) a comparé les séquences d'acides aminés de ces protéines avec 

celle de l'enzyme FabH d'E. coli. L'alignement multiple des séquences a montré une similarité 

importante avec FabH. En effet, les trois enzymes possèdent trois blocs d'homologie aux 

alentours du site actif de FabH, lequel est composé par une triade de résidus Cys, His et Asn 

considérés tous essentiels pour la catalyse (Davies et al., 2000) (Figure 1.20). 

EcFabH 
PqsD 
PqsC 
PqsB 

* * 

Figure 1.20. Les trois blocs d'homologie identifiés chez PqsD, PqsC et PqsB et FabH. Figure tirée de Zhang 
(2008). 

Parmi les trois enzymes, PqsD est la plus apparentée à FabH et possède tous les trois 

résidus prédits dans le site actif. En effet, il a été démontré que son résidu Cys144 est le 

responsable de la liaison avec l'anthranoyle lors de la biosynthèse du DHQ (Zhang et al., 2008). 

Chez PqsC, seulement les deux premiers résidus Cys et His sont conservés, tandis que chez 

PqsB tous les trois résidus du site actif sont absents ce qui pourrait indiquer que cette enzyme 

n'est pas une enzyme de condensation. Les évidences présentées suggèrent que PqsC serait 

donc la candidate le plus probable pour le transport de l'octanoyle et sa condensation avec le 

composé intermédiaire lors de la synthèse du HHQ. 
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1.3 Hypothèse 

La biosynthèse des HAQ est un mécanisme à deux étapes. Dans la première étape, 

PqsA active l'acide anthranilique en anthranoyi-CoA, par la suite PqsD lie l'anthranoyle et 

catalyse la condensation de celui-ci avec le précurseur malonyi-CoA. Cette réaction de 

condensation permet la formation d'un composé intermédiaire, le 2-ABA. Dans la deuxième 

étape de la synthèse, PqsC lie l'octanoyle et le transporte dans la réaction de condensation 

avec le 2-ABA qui est catalysé par PqsB pour former le HHQ. 

1.4 Objectif du projet 

1.4.1 Objectif général 

Le volet principal de ce projet porte sur l'étude du rôle des enzymes PqsB et PqsC dans 

la biosynthèse des HAQ chez P. aeruginosa. Ce projet prétend comprendre le mécanisme de 

formation du noyau quinoline et l'ajout de la queue aliphatique des HAQ en étudiant les 

interactions entre les enzymes PqsB, PqsC et les composés précurseurs suspects, soient le 2-

ABA et l'octanoyle. A plus long terme, ce projet vise également à fournir une approche pour 

étudier in vitro l'efficacité de certains inhibiteurs potentiels de la synthèse des HAQ et du QS 

chez P. aeruginosa. 

1.4.2 Objectifs spécifiques 

• Production et purification des enzymes PqsB et PqsC afin d'étudier leur rôle in vitro. 

• Identification de l'enzyme responsable du transport du groupe acyle précurseur du 

carbone 2 et de la chaîne aliphatique des HAQ. 

• Identification du résidu responsable de la fixation du groupe acyle précurseur par 

mutagénèse dirigée. 
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• Vérification de l'implication du résidu fixant le groupe acyle précurseur sur la production 

des HAQ in vivo. 

• Reproduire in vitro la deuxième étape de la biosynthèse des HAQ à partir des composés 

précurseurs et les deux enzymes qui sont impliquées. 
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Étude du rôle de PqsB et PqsC, des enzymes impliquées dans la biosynthèse des 

HAQ chez Pseudomonas aeruginosa. 

ARTICLE 

Carlos Eduardo Dulcey 1 Maîtrise en Microbiologie Appliquée /2013 /INRS-lnstitut Armand-Frappier 27 



2 Article 

The end of an old hypothesis: the Pseudomonas quorum sensing signalling molecules 4-
hydroxy-2-alkylquinolines are derived from fatty acids, not 3-ketofatty acids. 

Auteurs 

Carlos Eduardo Dulcey\ Valérie Dekimpe1
, David-Alexandre Fauvelle, Sylvain Milot, Marie

Christine Groleau, Nicolas Doucet, Laurence G. Rahme, François Lépine2 and Eric Déziel2. 

1 These authors contributed equal/y. 
2Corresponding authors: francois.lepine@iaf.inrs.ca and eric.deziel@iaf.inrs.ca 

Running title 

Pseudomonas 4-quinolones derive from fatty acids. 

Journal 

Chemistry and Biology. 

État actuel: 

ln press as: Dulcey et al., The End of an Old Hypothesis: The Pseudomonas Signaling 

Molecules 4-Hydroxy-2-Aikylquinolines Derive from Fatty Acids, Not 3-Ketofatty Acids, 

Chemistry & Biology (2013), http://dx.doi.org/1 0.1 016/j.chembiol.2013.09.021 

Carlos Eduardo Dulcey 1 Maîtrise en Microbiologie Appliquée 120131 INRS-Institut Annand-Fmppier 28 



2.1 Contribution 

Mon travail de recherche a contribué à la réalisation de cet article au moyen des 

expériences qui sont présentes ci-dessous. 

2.1.1 Construction des vecteurs d'expression 6xHis- pqsC (pCD3 et pCD4) 

L'enzyme PqsC a été produite sous forme recombinante au moyen du système 

d'expression T7. Pour ce faire, le gène pqsC a été cloné dans le plasmide pET28a avec une 

étiquette 6xHis en position N-terminale pour faciliter sa purification par chromatographie 

d'affinité (Vecteur pCD3). Afin de vérifier la fonctionnalité de l'enzyme 6xHis-PqsC, la région 

RBS-6xHis-pqsC du plasmide pCD3 a été sous-clonée dans le plasmide navette pDN19 

(Vecteur pCD4) (Figure 2.1). Ce vecteur a été par la suite utilisé pour complémenter un mutant 

PA14~pqsC non-polaire et la production de HHQ en milieu liquide a été vérifiée par 

chromatographie liquide couplée avec spectrométrie de masse. 

pCD3 
6649 pb 

Figure 2.1. Schéma représentatif des constructions pCD3 et pCD4. 

pCD4 
9223 pb 
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2.1.2 Optimisation de la production et purification de PqsB 

L'enzyme PqsB a été produite au moyen de la construction pET303-pqsB-6xHis 

(pMSR1) fournie par L.G. Rahme. La production d'une protéine fonctionnelle PqsB-6xHis a été 

préalablement vérifiée in vivo par complémentation d'un mutant PA146pqsB non-polaire via le 

plasmide navette pDN19-6xHis-pqsB (pCD2). Pendant son expression chez la souche E. coli 

BL21 (DE3) la formation de corps d'inclusion s'est avérée toujours problématique. Pour contrer 

ce problème une optimisation des conditions d'expression a été nécessaire. En diminuant la 

température de croissance et le niveau de production, un repliement correct de la protéine 

semble avoir été obtenu car 60% de la protéine recombinante PqsB a été trouvée dans la 

fraction cytoplasmique lorsque la production a été réalisée chez la souche E. coli Origami (DE3) 

à une concentration de 0.1 mM d'IPTG et une température de 15°C pendant 18h d'incubation 

sous agitation (Figure 2.2A). À partir de la fraction soluble obtenue, la protéine recombinante a 

été purifiée par chromatographie d'affinité avec une colonne de nickel (Figure 2.28). 

A 
M FS FI ---

50k.OCW 

PqsB 

25~ 

-

Figure 2.2. Électrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS.PAGE) des fractions 
contenant la protéine PqsB avant (A) et après la purification (B). A- Fractions obtenues lors de l'optimisation 
des conditions d'expression de PqsB. FS est la fraction soluble (cytoplasmique); FI est la fraction insoluble 
(corps d'inclusion). B- Fractions d'élution obtenues lors de la purification de PqsB sur une colonne de 
d'affinité au nickel. La flèche pointe les bandes qui correspondent à la protéine recombinante de 31.8 kDa; M 
est le marqueur de poids moléculaire; VM est la fraction correspondant au volume mort. 

La figure 2.3 montre le résultat d'analyse protéomique qui a permis de confirmer l'identité 

de la protéine PqsB purifiée. Parmi les peptides détectés aucun ne présentait une masse 

additionnelle correspondant à celle du précurseur octanoyle. 
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Figure 2.3. Identification de la protéine PqsB purifiée à partir de la souche E. coll Orlgaml (DE3). Les 
séquences en rouge correspondent aux peptides Identifiées (69%) par spectrométrie de masse après 
digestion à la trypsine de la protéine présente dans une bande provenant d'un gel de polyacrylamlde. Un 
résultat de 7461ndique une très forte probabilité que cette Identification ne soit pas dûe au hasard. 

2.1.3 Optimisation de la production et purification de PqsC 

Lors de plusieurs tentatives d'expression de pqsC chezE. coli BL21 (DE3) via le vecteur 

d'expression pCD3, la protéine recombinante a été toujours détectée dans la fraction non

soluble formant des agrégats non fonctionnels. Même la variation de paramètres comme la 

température, le niveau de production et la souche d'expression, qui avait donnée des résultats 

encourageants dans le cas d'expression de pqsB, n'a pas été suffisante pour minimiser 

l'agrégation in vivo de PqsC. 

Dans une autre approche pour la rendre soluble, via le repliement in vitro, les corps 

d'inclusion ont été isolés par centrifugation après la lyse cellulaire. Ensuite une dénaturation 

chimique complète de la protéine a été réalisée avec la guanidine et en présence du glutathion 

réduit comme agent réducteur. Enfin, l'agent dénaturant a été éliminé par forte dilution dans une 

solution de renaturation contenant du glutathion oxydé et de l'arginine, celle-ci diminuant 

l'agrégation des protéines en inhibant leurs interactions intermoléculaires. Une fois la protéine 

repliée, la réaction a été arrêtée en diminuant le pH de 8.5 à 5 et le produit a été concentré 

d'environ 10 fois et le tampon a été changé par dialyse. Avant la purification par 

Carlos Eduardo Dulcey 1 Maîtrise en Microbiologie Appliquée /2013 / INRS-Institut Annand-Frappier 31 



chromatographie d'affinité, la protéine non-repliée ou bien agrégée ainsi que l'arginine ont été 

éliminés par centrifugation. La figure 2.4 montre clairement que la protéine a été rendue soluble 

lorsqu'elle a été repliée in vitro. 

A Gradient d 'imidazole (mM) R 

M 100 125 140 150 162 115 

Gradient d'imidazole (mM) 

15/cDa C- 100 125 140 150 162 175 250 C+ 

50kDa 

31/cDa 

Figure 2.4. Analyse des fractions d'élutlon de PqsC (de 40.5 kDa) lors de la purification sur une colonne de 
d'affinité au nickel. A- Analyse par électrophorèse en gel de polyacrylamide SOS-PAGE. B- Analyse par 
immunobuvardage de type western. M est le marqueur de poids moléculaire; C- est la fraction correspondant 
au volume mort qui a été utilisé comme contrôle négatif; C+ correspond l'enzyme PqsC provenant 
directement des corps d'inclusion qui a été utilisée comme contrôle positif. 

L'analyse protéomique a permis de confirmer l'identité de la protéine PqsC purifiée, 

toutefois aucun peptide ayant une masse additionnelle correspondant à celle du précurseur 

octanoyle a été détecté. 

2.1.4 Production de HHQ in vitro 

Afin de confirmer in vitro l'implication de PqsB et PqsC dans la deuxième étape de 

biosynthèse de HAQ, les composés précurseurs suspects, soient le 2-ABA et l'octanoyi-CoA 

ainsi que les deux protéines purifiées ont été mis en réaction. Ce test enzymatique n'a pas 

permis la production de HHQ même en utilisant une méthode de détection de spectrométrie de 

masse très sensible comme le MRM (en anglais : multiple reaction monitoring). 
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2.1.5 Production de HHQ in vivo chez E. coli 

Afin d'éliminer le doute qui subsistait quant à la fonctionnalité de l'enzyme PqsC repliée 

in vitro, les plasmides d'expression pMSR1 codant pour l'enzyme PqsB et pCD3 codant 

l'enzyme PqsC ont été transformés chez la souche E. coli Origami (DE3). La culture en milieu 

liquide a été induite à I'IPTG en présence du 2-ABA, celui-ci extrait et purifié à partir du double 

mutant pqsB pqsH. Ensuite la présence de HHQ dans le surnageant a été vérifiée par 

spectrométrie de masse. La figure 2.5 montre des résultats encourageants confirmant que les 

enzymes recombinantes PqsB et PqsC sont produites de façon fonctionnelle lorsqu'elles sont 

co-exprimées chezE coli. 

2.5 

2.0 

-[ 1.5 
Q. -0 
~ 1.0 

0,5 

0,0 
0 30 60 90 120 150 180 210 

Temps après l'induction avec I'IPTG (min) 

Figure 2.5. Production de HHQ ln vivo chez E. coll après l'induction avec l'IPTG en présence du composé 
précurseur intermédiaire le 2-ABA. 
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2.1.6 Production acellulaire de HHQ à partir du lysat d' E. coli 

Afin de vérifier si les protéines co-exprimées étaient toujours fonctionnelles après la lyse 

cellulaire, des tests enzymatiques ont été effectués à partir des lysats cellulaires obtenus à 

différents temps d'induction de la souche d'expression à I'IPTG. Les précurseurs 2-ABA et 

octanoyi-CoA ont été ajoutés au lysat et la production de HHQ a été analysée par spectrométrie 

de masse. Afin de vérifier l'effet de la température d'induction sur la solubilité des protéines co

exprimées, des lysats provenant des cultures induites à 15°C et 37°C ont été comparés. Afin de 

vérifier si la co-expression avait un effet positif sur le repliement des protéines, la fraction 

cytoplasmique a été séparée du lysat cellulaire et analysée en parallèle (Figure 2.6). 

5,0 

4,0 

ê3.0 
a. 
a. -a 
J: 
J: 2,0 

1,0 

0,0 
Lysat total Fract ion non 

soluble 
Fraction soluble 

Figure 2.6. Production acellulaire de HHQ à partir du lysat de la souche d'expression E. coli Origami (DE3) 
des cultures réalisées à 15°C et à 37°C. 

Ces résultats confirment que les enzymes co-exprimées conservent leur fonctionnalité 

après la lyse cellulaire. L'activité enzymatique détectée dans la fraction soluble a confirmé que 

la co-expression avait effectivement favorisée le repliement de PqsB et PqsC, la figure 2. 7 a 
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permis de confirmer la présence de ces deux protéines dans la fraction cytoplasmique. La co

expression de PqsB et PqsC a été donc observée comme une approche avantageuse afin de 

simplifier les étapes de production et purification de ces deux enzymes. 

A B 

Temps après l'induction (hl 
~~--~2 ____ ~3 _____ 4 

----·-·-·"••t-111 PqsC 

Figure 2.7. Des gels de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SOS-PAGE) montrant les protéines PqsB 
et PqsC co-exprimées. A- Les fractions solubles obtenues à différentes temps d'Induction. B- Les protéines 
dans les fractions non-solubles. M est le marquer de poids moléculaire. 

2.1. 7 Co-purification de PqsB et PqsC et analyse enzymatique 

Les enzymes PqsB et PqsC ont été co-purifiées par chromatographie d'affinité à partir de 

la fraction soluble du lysat cellulaire (Figure 2.8). Afin de vérifier leur fonctionnalité après les 

étapes de purification on a reproduit avec succès la deuxième étape de la voie de biosynthèse 

de HHQ in vitro à partir des composés précurseurs et les enzymes co-purifiées (voir section 

2.6.5 de l'article). En effet, lors de l'analyse peptidique de la protéine PqsC co-purifiée, un 

peptide a été observé avec une masse additionnelle correspondant a un résidu octanoyle ce qui 

indique qu'elle est impliquée au moins dans le transport de l'octanoyle nécessaire à la 

biosynthèse de HHQ (Ces résultats sont montrés en détail dans la section 2.6.5 de l'article). 
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Figure 2.8. Les enzymes PqsB et PqsC co-purifiées par chromatographie d'affinité, éluées à partir d'une 
concentration de 250 mM d'lmldazole. M est le marqueur de poids moléculaire. 

2.1.8 Mutagénèse dirigée sur le résidu Cys129 de PqsC 

Afin de vérifier si le résidu CyS129 était le responsable du transport de l'octanoyle dans la 

réaction de condensation avec le 2-ABA, ce résidu a été changé par une alanine via la 

mutagènese dirigée. Cette mutation a été vérifiée par séquençage (Figure 2.9). Cette protéine 

mutée a aussi été object d'une analyse peptidique qui a été comparée avec celui de la protéine 

native (ces résultats sont montrés en détail dans la section 2.6.5 de l'article). 
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1 MHKVKLAAIT CELPARSYEN DDPVFAAVPD LSESWWQFWG VNRRGYFDPR 
51 NGENEFSLW RAAERLLRSS DTAPDSVDML ICSASSPIMT DAGDVLPDLR 

101 GRLYPRMANV LSKQLGLSRA LPLDSOJ.ŒtA SFLLNLRLAA SMIRQGKAEK 
151 VLVVCSEYIS NLLDFTSRTS TLFADGCAVA LLTRGDDDSC DLLASAEHSD 
201 ATFYEVATGR WRLPENPTGE AKPRLYFSLF SDGQNKMASF VPTNVPIAMR 
251 RALEKAGLGS DDIDYFVFHQ PAPFLVKAWA EGIGARPEQY QLTMGDTGVM 
301 ISVSIPYTUM TGLREGKI RP GDRIVMAGAA TGWGFAAQVW QLGEVLVCX 

Figure 2.9. Résultat de séquençage de PqsC mutée. Un 81 o/o des peptides ont été détectés (en rouge). La 
flèche pointe sur le résidu Ala qui maintenant à la place du résidu Cys 129. 

2.1.9 Vérification in vivo de l'importance du résidu Cys129 de PqsC 

Un mutant PA14âpqsC non polaire a été complémenté avec le plasmide portant le gène 

pqsC muté portant le residue Ala129 à la place du residue Cys129. La production de HHQ a été 

comparé chez le mutant non complémenté, le mutant complémenté avec le gène pqsC natif et 

le mutant complémenté avec le gène pqsC muté (Figure 2.1 0). 
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Figure 2.10. Chromatogrammes montrant le pic correspondant au HHQ detecté dans les surnageant&: A- Le 
mutant non complementé. 8- Le mutant complementé avec pqsC muté. C- Le mutant complementé avec pqsC 
natif. 0- Le standard Interne indiquant le temps de retention du HHQ. 
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2.1.1 0 Isolement de PqsC 

Afin d'isoler la protéine PqsC sous forme soluble, considérant l'approche de la co

expression avec PqsB, un plasmide d'expression pCD1 qui permet l'expression de pqsB sans 

l'étiquette d'histidine a été construit. De cette façon, lors de la purification par chrommatographie 

d'affinité, seulement la protéine PqsC ayant son étiquette 6xHis pouvait être retenue dans la 

colonne de nickel. La figure 2.11 montre les résultats de la purification où les deux protéines ont 

été cependant co-eluées à une faible concentration d'imidazole. 

Gradient d 'imidazole (mM) 

M VM 35 85 100 125 150 175 

~ PqsC 

~ PqsB 

Figure 2.11. Gel de polyacrylamlde en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) montrant la coélutlon des 
enzymes PqsB et PqsC lors de la purification par colonne de nickel. M est le marqueur de poids moléculaire; 
VM est le volume mort. 

Carlos Eduardo Dulcey 1 Maîtrise en Microbiologie Appliquée /2013 /INRS-Institut Annand-Frappier 38 



2.2 Résumé 

Plusieurs groupes de bactéries pathogènes utilisent de petites molécules de signalisation 

diffusibles pour réguler leur virulence d'une manière concertée. Pseudomonas aeruginosa utilise 

le HHQ et le PQS qui font partie de la famille des 4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQs), comme 

molécules de signalisation. Nous avons démontré que l'acide octanoïque est directement 

incorporé dans le HHQ. Ce résultat élimine l'hypothèse formulée depuis plus de soixante ans 

qui postulait que les 3-cétoacides étaient les précurseurs des HAQ. Nous avons trouvé que la 

voie de biosynthèse des HAQ est un mécanisme qui comporte deux étapes. Premièrement, 

l'enzyme PqsD catalyse la biosynthèse du 2-aminobenzoylacetate (2-ABA) à partir de 

l'anthranoyi-CoA et le malonyi-CoA. Deuxièment, dans une réaction de decarboxylation le 2-

ABA condense avec le groupe octanoate lié à PqsC donnant le HHQ. Celui-ci, est le précurseur 

direct de PQS. PqsB est étroitement associé avec PqsC et est requise dans la deuxième étape. 

Cette découverte offre une alternative prometteuse concernant le développement des 

médicaments anti-virulence spécifiques pour combattre ce pathogène opportuniste, pour lequel 

on a besoin d'alternatives aux traitements anti-infectieux traditionnels. 
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2.3 Abstract 

Groups of pathogenic bacteria employ diffusible signais to regulate their virulence in a 

concerted manner. Pseudomonas aeruginosa uses 4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQs), 

including HHQ and PQS, as unique signais. We demonstrate that octanoic acid is directly 

incorporated into HHQ. This finding rules out the long-standing hypothesis that 3-ketofatty acids 

are the precursors of HAQs. We found that HAQ biosynthesis, which requires the PqsABCD 

enzymes, proceeds by a two-step pathway: [1] PqsD mediates the synthesis of 2-

aminobenzoylacetate (2-ABA) from anthranoyi-CoA and malonyi-CoA, then [2] the 

decarboxylating coupling of 2-ABA to an octanoate group linked to PqsC produces HHQ, the 

direct precursor of PQS (Pseudomonas Quinolone Signal). PqsB is tightly associated with PqsC 

and required for the second step. This finding uncovers promising targets for the development of 

specifie antivirulence drugs to combat this opportunistic pathogen. 

Highlights 

1- We have deciphered the 4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQs) biosynthetic pathway. 

2- Contrary to the current model, fatty acids are directly incorporated into HAQs. 

3- PqsD produces 2-aminobenzoylacetate (2-ABA), which is then coupled to a fatty acid by 

PqsC. 

4- 2-ABA is also likely the precursor of HQNO and 2-aminoacetophenone. 
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2.4 Introduction 

The bacterium Pseudomonas aeruginosa is a Gram negative opportunistic pathogen 

frequently responsible for infections among immunocompromised individuals and is also often 

involved in hospital-acquired infections (Driscoll et al., 2007; Kerr et al., 2009). Furthermore, it is 

the leading cause of morbidity and mortality in people affected with the genetic disease cystic 

fibrosis. Most virulence factors expressed by this bacterium are controlled in a cell density

dependent manner by a process called "quorum sensing" (QS), where cells communicate via 

small diffusible signalling molecules (Jimenez et al., 2012). There are three QS systems in P. 

aeruginosa, controlled by the transcriptional regulators LasR, RhiR and MvfR (PqsR) 

(Balasubramanian et al., 2013). ln the two former systems, a cognate autoinducer synthase 

produces the signalling molecules N-(3-oxododecanoyi)-L-homoserine lactone (3-oxo-C12-HSL) 

and N-butanoyi-L-homoserine lactone (C4-HSL), respectively (Smith et al., 2003; Juhas et al., 

2005). Each signal binds to its corresponding transcriptional regulator, thus activating the 

transcription of various downstream targets, including its synthase gene. Since production of 

many virulence determinants in pathogenic bacteria requires a fully functional « quorum 

sensing » circuitry, cell-to-cell communication represents an intensely investigated promising 

target as an alternative to antibiotics in virulence control (Bjarnsholt et al., 2010; Galloway et al., 

2012). 

ln the P. aeruginosa MvfR system, the signalling molecules belong to a family of 

compounds that share a 4-hydroxy-2-alkylquinoline (HAQ) structure, such as 3,4-dihydroxy-2-

heptylquinoline (PQS), its direct precursor 4-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ) and 4-hydroxy-2-

heptylquinoline-N-oxide (HQNO) (Fig. 2.12) (Déziel et al., 2004; Lépine et al., 2004). HAQs are 

also called 2-alkyi-4(1H)-quinolones (Heeb et al., 2011). PQS and HHQ are both able to bind 

MvfR (Wade et al., 2005; Xiao et al., 2006; Diggle et al., 2007). Upon binding toits ligand, MvfR 

induces the expression of the pqsABCDE operon, which is responsible for the biosynthesis of 

HAQs (Gallagher et al., 2002; Déziel et al., 2004). ln vivo, ali of the enzymes encoded by this 

operon are essential for HAQ synthesis except for PqsE, which seems to be specifically involved 

in the expression of the numerous virulence factors controlled by the MvfR régulon (Diggle et al., 

2003; Déziel et al., 2007; Farrow et al., 2008). Two other metabolites, 2,4-dihydroxyquinoline 

(DHQ) (Lépine et al., 2007; Zhang et al., 2008) and 2-aminoacetophenone (2-AA) (Kesarwani et 

al., 2001) are also co-produced with HAQs (Fig. 2.12), but they only require the activity of PqsA 

and PqsD. 
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Molecules produced from the activity of the pqsABCD gene products display additional 

biological activities besides MvfR activation. For instance, HHQ, PQS and 2-AA can modulate 

the innate immune response of mammalian hosts (Kim et al., 2010; Bandyopadhaya et al., 

2012), while HQNO inhibits various cytochromes and decreases the antibacterial activity of 

aminoglycoside antibiotics towards Gram-positive bacteria (Lightbown 1954; Hoffman et al., 

2006). Of note, methylated analogs of HAQs are also produced in various Burkholderia species, 

and their production depends on an operon containing genes highly similar to those of P. 

aeruginosa (Vial et al., 2008). 

Inhibition of the MvfR regulon by mutational inactivation of mvfR, pqsE or pqsA 

decreases P. aeruginosa virulence in a meuse acute infection model (Cao et al., 2001; Déziel et 

al., 2005). Furthermore, hindering HAQ synthesis protects mice from the infection (Lesic et al., 

2007), which confirms that HAQ biosynthesis is a promising target to control virulence of this 

bacterium. However, the HAQ biosynthetic pathway is only partially deciphered. 

We know that anthranilic acid is a precursor of HAQs (Calfee et al., 2001; Déziel et al., 

2004), and that it is activated into anthraniloyi-CoA by PqsA. The generally accepted model 

states that the quinoline ring of HAQs originates from a one-step head-to-tail condensation of 3-

ketofatty acids with anthranilic acid (Heeb et al., 2011 ). This hypothesis was initially proposed as 

early as in 1956 when the structure of HAQs was first uncovered (Cornforth et al., 1956). This 

was later given more credit by Luckner and Ritter (Luckner et al., 1965; Ritter et al., 1971) and 

by Bredenbruch et al. (Bredenbruch et al., 2005).The roles of PqsB, PqsC and PqsD in the 

biosynthesis of HAQs are still unknown. 

ln addition to the enzymes encoded pqsABCDE, the biosynthesis of HQNO and the ether 

members of the N-oxides family requires the monoxygenase encoded by pqsL (Déziel et al., 

2004; Lépine et al., 2004). The substrate of PqsL is unknown, but we have shown that HHQ is 

not the precursor of HQNO (Déziel et al., 2004). While the biosynthesis of 2-AA has not been 

solved, the biosynthesis of DHQ is better understood. ln vitro studies revealed that PqsD binds 

to anthraniloyi-CoA and catalyses a reaction with malonyi-CoA to produce a hypothetical CoA

activated 2-aminobenzoylacetate (2-ABA-CoA) intermediate, which would spontaneously form 

DHQ (Fig. 2.12) (Zhang et al., 2008). 
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Figure 2.12. Proposed pathway for the blosynthesls of 2-ABA, 2-AA, HHQ and HQNO. The* and+ symbols 
refer to the source of the carbon as orlglnatlng from the carbon 1 and 2 of acetate, respectively. Pathway ln 
the box corresponds to the blosynthesis of DHQ as publlshed by Zhang et al., 2008. AA, anthranlllc acid; 2-
ABA, 2-aminobenzoylacetate; 2-AA, 2-aminoacetophenone; HHQ, 4-hydroxy-2-heptylquinoline; HQNO, 4-
hydroxy-2-heptylquinoline N-oxlde; DHQ, 2,4-dihydroxyqulnollne; PQS (Pseudomonas Quinolone Signal), 3,4-
dlhydroxy-2-heptylquinollne. 

We have elucidated the function for PqsB, PqsC and PqsD in the biosynthesis of HAQs, 

and determined that the current model involving 3-ketofatty acids as precursors is incorrect. We 

present evidence that the actual precursors are fatty acids that can be produced through ~

oxidation of longer chain fatty acids and that the other precursor is 2-aminobenzoylacetate 

produced by the action of anthraniloyi-PqsD and malonyi-CoA. 
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2.5 Methods 

2.5.1 Bacteria and plasmids 

The wildtype bacterium was P. aeruginosa strain PA14 (Lee et al., 2006). Bacteria and 

plasmids are presented in tables 2.1 and 2.2, respectively. 

Table 2.1. Bacterlal stralns used in this study. 

Stralns 

P. aeruginosa/Lab # 

PA14/ED14 

PA14 pqsA.np/ED83 

PA14 pqs8"/ED117 

PA14 pqsC.np/ED218 

PA14 pqsD.npiED690 

PA14 pqsA·pqsH/ED170 

PA14 pqs8"pqsL"/ED1156 

E. coliDH5a 

E. coli Origami 2 (DE3) 

E. coli BL21 (DE3) 

Characterlstlcs 

Clinical isolate UCBPP-PA14 

Unmarked pqsA delation 

pqsB::TnphoA 

Nonpolar pqsC::Kan 

Nonpolar pqsD::Kan 

pqsA.np. pqsH::aacC1 

llpqsL, pqsB::lSiacZ 

supE44 LllacU169 (4>BOiacZIJ.M15) hsdR17 recA1 
endA1 gyrA96 thi-1 reiA1 

D(ara-/eu)7697 DlacX74 DphoA Pvull phoR araD139 
ahpC gaiE gaiK rpsL F'[lac+ laclq pro] (DE3) 
gor522::Tn10 trxB (StrR, TetR) 

fhuA2 pan] omp T gal (A DE3) [dcm] b.hsdS A DE3 = A 
sBamHio t.EcoRI-8 int::(laci::PiacUV5::T7 genet) i21 
t.nin5 
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Table 2.2 Plasmlds used ln this study. 

Vectors Characterlstlcs Source 

pET22b(+) PTI. /acO, MCS, 6xHis·Tag, bla, lac/ Novagen 

pET28a PT7,/acO, MCS, 6xHis·Tag, /ac/, KanR Novagen 

PsP6RNApolymerase, /acO, bla, PT7, phage f1 region Promega 

pDN19 P1ac. PT7,/acZa', tetA, oriT 50 

pMSR1 PTI, /acO, pqs8-6xHis·Tag, bla,lacl, (from pET303) L.G. Rahme 

pCD1 pqsB cloned in pET22b(+) This study 

pCD2 pqs8-6xHis·Tag from pMRS1 cloned in pDN19 This study 

pCD3 6xHis·Tag-pqsC built into pET28a This study 

pCD4 6xHis·Tag-pqsC from pCD3 cloned in pDN19 This study 

2.5.2 Bacterial cultures 

Tryptic soy broth (TSB; BD) was used for ali cultures, unless otherwise stated. Bacteria 

were grown at 3rc in a TC-7 roller drum (New Brunswick) or on TSB agar plates. Cultures are 

typically performed at least in triplicatas. 

2.5.3 Construction of pqsC-6xHis expression vector pCD3 

The pqsC coding sequence was amplified from PA14 genomic DNA as template with a 

Fast-Pfu DNA polymerase (Feldan) using primers F-pqsC-Ndel and R-pqsC-EcoRI (See table 

2.3). The PCR product was purified using the QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), and 

sequentially digested with Ndel and EcoRI (NES). ln parallel, pET28a was similarly digested in 

similar conditions. Ligation reaction was carried out with the T 4 DNA ligase (NES), and 

transformation performed on chemically competent E. coli DH5a cells. Transformed cells were 
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selected on LB agar plates containing 30 IJg/mL kanamycin. After incubation at 37°C overnight, 

recombinant transformed clones were confirmed by colony PCR. 

2.5.4 Construction of pqsB expression vector (pCD1) 

ln order to produce a not-tagged PqsB expression vector, reverse primer R-pqsB-Hindll 

was designed with a stop codon. Forward primer was F-pqsB-Ndel {See table 2.3). Construction 

of pCD1 was performed according to the method described above for pCD3. 

2.5.5 Construction of a pqsC-6xHis vector for P. aeruginosa expression (pCD4) 

pCD3 was digested using both Xbal and EcoRI restriction enzymes. The 6xHis-tag-pqsC 

fragment was separated after agarose gel electrophoresis and purified. Plasmid pDN19 was 

linearized using Xbal and EcoRI, and purified. The fragment was ligated in linearized pDN19 as 

above. Transformation in chemically competent E. coli DH5a was carried out and transformed 

cells were selected on LB agar plates containing 20 IJg/mL tetracycline and after incubation at 

37°C positive clones were verified by colony PCR. Functional expression of PqsC was 

confirmed by complementation of a nonpolar pqsC- mutant and HAQ detection by LC/MS {see 

below). 

2.5.6 Construction of pqsS-6xHis vector for P. aeruginosa expression (pCD2) 

pMSR1 was used as a template to PCR amplify the pqsB-6xHis fragment, using primers 

F-pqsB-Xbal and R-pqsBHisTag-Sacl {See table 2.3). After purification, the PCR product was 

cloned into the linearized plasmid pGEM®-T Easy according to the method described by 

Promega, and then transformed in E. coli DH5a. This subclone was purified using the Wizard 

Plus SV Minipreps {Promega) and digested with Xbal and Sacl {NEB). The pqs8-6xHis-tag 

fragment was separated on agarose gel electrophoresis and purified. ln parallel, pDN19 was 

digested with the same enzymes and purified. Subsequently, ligation was performed with T4 

DNA ligase. Transformants in E. coli DH5a were selected on LB agar plates containing 20 
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j.Jg/ml tetracycline. Functional expression of PqsB was confirmed by complementation of a 

nonpolar pqsB- mutant and HAQ detection by LC/MS. 

2.5. 7 Site-directed mutagenesis of Cys129 in pqsC 

To examine if the Cys 129 residue of PqsC is required for binding octanoyl, this residue 

was changed to an alanine by QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Wang, W. Y. & 

Malcolm., 1999). We used plasmid pCD3 as template primers PqsC_C129A and PqsC_C129A

Antisense (See table 2.3). The PCR was carried out using the Fast-Pfu DNA polymerase. After 

purification of the product, this methylated template was digested with Dpnl (NEB®) and the 

mutated construction was transformed in E. coli BL21 (DE3) chemical competent cells. Site

directed mutagenesis was verified by sequencing the pqsC gene on the mutated plasmid. 

Table 2.3. PCR prlmers. 

Name 
Sequence 
(Sequence that hybridizes with DNA temp/ate is highlighted) 

F-PqsC-Ndel 5'ACACACCATCATATGCATAAGGTCAAACTGGC 3' 

R-PqsC-EcoRI 5' ACACACCATGAA TTCAGCAACAGGTCGATGTCCTC 3' 

F-PqsB-Xbal 5' GACTTCTAGAATGTTGA TTCAGGCTGTGGG 3' 

R-PqsBHisTag-Sacl 5' GAGCTCTTTGTTAGCAGCCGGATCTC 3' 

F-PqsB-Ndel 5' ACACACACACATATGTTGATTCAGGCTGTGGG 3' 

R-PqsB-Hindll 5' ACACACACAAAGCTTCTATTATGCATGAGCTTCTCCCG 3' 

PqsC_C129A 5' GATTCGCAGATGGAGGCCGCCAGCTTCCTGCT 3' 

PqsC_C129A-Antisense 5' AGCAGGAAGCTGGCGGCCTCCATCTGCGAA TC 3' 
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2.5.8 Mass spectrometry 

The mass spectrometer was a triple quadrupole Quattro Premier XE (Waters, 

Missisissauga, Can.) interfaced to a Waters 2795 HPLC. The column was a 4.6 x 250 mm 

Agilent XDB-C8 column (particle size, 5 1-Jm). The mobile phase was composed of water and 

acetonitrile containing 1% ace tic a cid. Quantification of the va rio us HAQ was performed using 

HHO-d4 as internai standard, as described previously (Lépine et al., 2003; Lépine et al., 2011 ). 

The mass spectrometer was operated in positive electrospray ionization mode with a 

capillary voltage of 3 kV and a cene voltage of 20 V. Nitrogen was the nebulising gas and the 

source was held at 120°C. Scanning was performed in full scan mode with a mass range of m/z 

130 to 400 in negative mode, 2 mM ammonium acetate was included in the water and 

acetonitrile mobile phases. MS/MS analysis was performed with Argon as collision gas. 

2.5.9 lsotope-labelled fatty acid feeding experiments 

Decanoic-9,9, 10, 10, 10-d5 acid (CDN isotopes, Pointe-Claire, Canada) and decanoic-1,2-

13C2 acid (Sigma) stocks were prepared in MeOH at a final concentration of 100 mM. Overnight 

cultures of P. aeruginosa PA14 were diluted in fresh TSB to an 00600 = 0.5. Cultures were 

supplemented with 1 mM of the desired labeled fatty acid and 50 mg/L anthranilic acid and 

grown at 3rC with rotation. Control cultures were also prepared by replacing the labeled 

molecules with MeOH or with unlabeled decanoic acid (Sigma). Samples were collected at 

ODeoo = 2.5 and analyzed for HHQ production. 

2.5.1 0 Supernatant cross-feeding experiments 

Supernatant from overnight cultures of various P. aeruginosa mutants supplemented with 

PQS-d4 (20 mg/1 2,3,4,5-tetradeuterated PQS) were collected by centrifugation and filtration 

(0.22 um). Supernatant-based medium was then prepared as follows: 2 ml of filtered 

supernatant, 0.5 ml of sterile water and 0.5 ml of 6X TSB broth. An overnight culture of a 

second mutant (see Fig. 2.14) was diluted in prepared supernatant-based medium to an 00600 = 
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0.5 and cultures were grown at 3rC. Samples were treated as usual for lC/MS quantification of 

HAQs, except that HHQ-d4 was used as internai standard. 

2.5.11 lsotope-labelled acetate feeding experiments 

To further investigate the biosynthesis of 2-A8A, the nonpolar pqsa- pqsC double 

mutant, was cultivated in an M9 mineral medium with 20 mg/l PQS as inducer, 36 mM sodium 

acetate-13C-Iabelled at position 1 or 2, (Sigma-Aldrich), or unlabelled acetate, as sole carbon 

source, and 50 mg/l anthranilic acid to avoid incorporation of 13C labelling in the aromatic ring. 

Sterile supernatants were recovered by centrifugation and filtration and provided to the nonpolar 

pqsA- pqsH- double mutant growing in TS8, as described above for the cross-feeding 

experiments. For experiments shown in figures 2.15c and 2.15d, the 2-A8A present in the 

precultures was not labelled, and therefore the sodium acetate-1,2-13C or the fully 13C-Iabelled 

octanoic acid was provided to the pqsA- pqsH- mutant cultures along with supernatants. 

2.5.121solation of 2-ABA 

Twenty 250 ml Erlenmeyer flasks each containing 50 ml of TS8 supplemented with 20 

mg/1 of PQS were inoculated with a nonpolar pqsff pqsC mutant and incubated at 34°C and 240 

rpm in a rotary shaker for 18 h. The supernatant of a nonpolar pqsa- pqsC double mutant 

produces more HHQ when fed to a nonpolar pqsA- mutant than the single non polar pqsB 

mutant (result not shown) and is thus ideal to maximize the production of the intermediate. The 

cultures were then pooled and centrifuged at 14000 x g for 15 min_ The supernatant was 

extracted twice with 600 ml ethyl acetate and once with 600 ml dichloromethane. The aqueous 

phase, which still contained the active intermediate, was concentrated to 50 ml in a rotary 

evaporator and 50 ml of methanol was added. After leaving the mixture at 4°C for 1 h, it was 

filtrated and the filtrate evaporated to a volume of 30 ml. A volume of 50 ml of ethanol was then 

added, the precipitate removed by filtration and the filtrate evaporated to dryness. The residue 

was then fractionated with a Waters DeltaPrep 4000 preparative HPlC, equipped with a 50 x 21 

mm Gemini NX-C18 column (particle size, 10 J,Jm) (Phenomenex). Water (A) and acetonitrile (8), 

each containing 3 mM NH40H, were used as eluents, with a flow rate of 3.5 ml·min-1
• The initial 

gradient was 1 00% A for 9 min, then going to 20% 8 in 2 min, then to 100% 8 in 1 min, which 
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was then maintained for 7 min. The absorbance was monitored at 364 nm and the active 

fraction, identified by feeding cultures of a nonpolar pqsA- mutant and looking for HHQ 

production, eluted between 7 and 9.7 min. The solvant was evaporated and the residue further 

purified by thick layer chromatography on a 20 x 20 cm Partisil PK6F silica plates (Whatman) 

using methanol/ethyl acetate ( 1:1) as elue nt. The plates were revealed with UV light and the 

band with a Rf = 0.55 was collected. 

2.5.13 Chemical synthesis of 2-ABA 

2-ABA was chemically synthesized by hydrolysing ethyl 2-nitrobenzoylacetate with 

sulphuric acid and by hydrogenation of the acid with palladium, as described (Sicker et al., 

1988). Exactly 240 mg ethyl-2-nitrobenzoylacetate were dissolved in 1 mL water to which was 

added 500 IJL concentrated sulphuric acid and left at room temperature overnight. The mixture 

was poured on ice and extracted with ethyl acetate. The organic phase was then extracted with 

a 1% Na2C03 aqueous solution which was acidified to pH 4-5. This solution was extracted with 

ethyl acetate to provide 167 mg of pure 2-nitrobenzoylacetic acid (mp = 118-119°C, litt. mp = 
11 re) (Overmyer 1926). 2-nitrobenzoylacetic acid (200 mg) were dissolved in 10 mL 

iso propanol, and 50 !JL of concentrated ammonium hydroxide and 1 0 mg of 5% palladium on 

charcoal were added. The mixture was hydrogenated at 25 psi for 1.5 h. After filtration the 

solvant was evaporated and the residue purified par thick layer chromatography to produce 140 

mg 2-ABA. 

The synthesis of 2-aminobenzoylacetate-1,2-13C2 was also performed starting with ethyl 

acetoacetate-1,2-13C2 and 2-nitrobenzoyl chloride to produce ethyl 2-nitrobenzoylacetoacetate 

which upon treatment with pure sulphuric acid produced 2-nitrobenzoylacetic acid which was 

hydrogenated as above. 

2.5.14HHQ production from malonyi-CoA and PA14 cell extract 

The PA14 cell lysate was prepared as follows: Bacteria grown at 00600 = 4 were 

recovered by centrifugation at 4000 x g for 30 min at 4°C and washed twice in PBS. The cells 

were concentrated 10x in 20 mM Tris-HCI pH 7.6 buffer, and lyzed by three cycles of 30 sec 
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sonication on ice with 1 min intervals (Branson sonifier 450, Duty cycle: 30%, Output control : 

10). Finally, the insoluble fraction was removed by centrifugation at 15000 x g for 30 min at 4°C 

and the cytoplasmic extract retrieved by filtration of the supernatant on 0.2 !Jm. 

lncreasing concentrations of malonyi-CoA (0-1 0 !JM), were mixed with 100 JJM 

anthranilic-d4 acid, 100 !JM Coenzyme A, 650 !JM ATP, and 100 !JM octanoyi-CoA, in a volume 

of 90 !JL completed with 50 !JL of the soluble PA 14 cytoplasmic extract. The reaction was 

incubated for 1 h at 3rC, and the production of HHQ-d4 was measured by LC/MS, using 4-

hydroxy-3-methyl-2-heptenylquinoline as internai standard (Vial et al., 2008). The assay was 

performed in duplicata. 

2.5.15 Co-expression and co-purification of His· Tag-PqsB and PqsC-His· Tag 

Plasmids pMSR1 and pCD3 were transformed in E. coli Origami 2 (DE3) and possible 

double transformants selected on LB agar plates containing 30 !Jg/mL kanamycin, and 50 !Jg/mL 

carbenicilline. Presence of both plasmids was confirmed by colony PCR. A positive clone was 

grown 0/N in LB with 30 !Jg/mL kanamycin, and 50 !Jg/mL carbenicilline and diluted 1/100 in 500 

mL LB. When the 00600 reached 0.8, expression was induced with 0.5 mM isopropyl 13-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) for 2 h and the cells were then collected by centrifugation at 4000 

x g for 30 min at 4°C. The pelleted cells were then resuspended in 35 mL cold binding buffer 

(0.5 M NaCI, 20 mM Tris-HCI, 20 mM NaH2P04, 20 mM lmidazole, pH 7.8) and lyzed by five 

cycles of 1 min sonication on ice with 1 min intervals (Branson sonifier 450, Duty cycle: 30%, 

Output control : 1 0). Finally, the insoluble fraction was removed by centrifugation at 15000 x g 

for 30 min at 4°C and the soluble extract retrieved by filtration of the supernatant on 0.2 !Jm. 

Co-purification of the tagged PqsB and PqsC proteins was performed using a 5 mL 

HisTrap FF affinity column (GE Healthcare) prepared according to the manufacturer's 

instructions, and an ÂKTApurifier FPLC (GE Healthcare). A flow of 1 mUmin was used 

throughout the purification steps. After the samples were loaded, the column was washed with 

five column volumes of binding buffer. For elution, buffer A was the same as binding buffer 

without imidazole, while buffer B contained 0.5 M imidazole. An increasing imidazole gradient 

was achieved by going from 4% buffer B to 60% buffer B over 20 column volumes. Two mL 

samples of flow-through and fractions were collected and analyzed on a 12% SOS-PAGE gel. 
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Fractions containing the co-purified proteins were pooled, and the elution buffer was changed by 

dialysis with a 10 kDa eut-off dialysis bag over 80 volumes of 20 mM Tris-HCI, pH 8.0 at 4°C. 

Dialyzed proteins were then concentrated about 100x using an Amicon Ultra-15 centrifugai filter 

with a 10 kDa eut-off (Millipore). When the volume was reduced to about 500 !JI, an equal 

volume of 2X conservation buffer (20 mM HEPES, 60% glycerol, pH 8.0) was added and 

aliquots were conserved at -80°C. We used the Bradford protein assay (BioRad) to measure the 

concentration of the co-purified PqsB/PqsC proteins. 

2.5.16 Proteomic analysis 

Co-purified PqsB and PqsC was separated from the protein mixture by running on SOS

PAGE 12% acrylamide gel. Beth PqsB and PqsC bands were eut from the gel. Proteins were 

reduced with DTT and alkylated with iodoacetamide prier to in-gel digestion with trypsin. The 

tryptic peptides were eluted from the gel with acetonitrile containing 0.1% trifluoroacetic a cid. 

The tryptic peptides were then separated on a Agilent Nanopump using a C18 ZORBAX trap 

and a SB-C18 ZORBAX 300 reversed phase column (150 mm x 75 1-1m. 3.5 1-1m particle size) 

(Agilent Technologies, lnc.). Ali mass spectra were recorded on a hybrid linear ion trap-triple 

quadrupole mass spectrometer (Q-Trap, AB Applied Biosystems, MDS SCIEX Instruments, 

California, USA) equipped with a nano-electrospray ionization source. The accumulation of 

MS/MS data was performed with the Analyst Software, version 1.4 (AB Applied Biosystems 1 

MDS SCIEX Instruments, California, USA). MASCOT (Matrix Science, London, UK) was used to 

create peak lists from MS and MS/MS raw data. 

2.5.17/n vitro synthesis of HHQ 

For the enzymatic assay, 0 to 27.51-JM octanoyi-CoA, 100 J.JM 2-ABA, and 20 ng/J.JL of co

purified PqsB/PqsC were combined and completed to 100 IJL with 20 mM Tris-HCI pH 7.6. The 

reaction was incubated for 1 h at 3rC, and the production of HHQ was measured by LC/MS, 

using 4-hydroxy-3-methyl-2-heptenylquinoline as internai standard (Vial et al., 2008). The assay 

was performed in duplicate. 
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2.6 Results 

2.6.1 3-keto fatty acids are not precursors of HAQs 

We were intrigued by a recent paper showing that adding 1 mM dodecanoic acid to a P. 

aeruginosa culture leads to increased production of pyocyanin, a virulence factor controlled by 

the MvfR régulon (Kwan et al., 2011 ). They hypothesized that this increased pyocyanin 

production was due to an increase in the production of 3-oxo-C1rHSL because of an increased 

production of its precursor 3-ketododecanoic acid through 13-oxidation of dodecanoic acid (Kwan 

et al., 2011 ). We repeated this experiment using our P. aeruginosa PA 14 to which was added 

the same concentration of dodecanoic acid and we similarly obtained an increase in pyocyanin 

(Supplemental Fig. 2.12a). While the level of 3-oxo-C12-HSL was not significantly increased by 

the fatty acid, HAQ production was consistently elevated (Supplemental Figs. 2.12b and 2.12c), 

an indication that the fatty acid increased the production of an HAQ precursor. Thus, to verity if a 

fatty acid could be directly incorporated into the structure of HHQ, 1 mM decanoic-9,9, 10, 10,10-

d5 acid was provided to a PA14 culture. Under these conditions, HHQ was labelled at 75% with 

five deuterium (Fig. 2.13a), showing that this fatty acid was incorporated within this HAQ. 

As the generally accepted precursors of HAQs are 3-ketofatty acids, this labelled 

decanoic acid should have undergone first 13-oxidation into 3-ketodecanoic acid before reacting 

with anthranilic acid, followed by concurrent loss of the acid function (as C02) to produce HHQ. 

We tested the recognized model by adding 1 mM decanoic-1,2-13C2 acid to a PA14 culture. 13-

oxidation of this compound should produce 3-oxodecanoic-1,2-13C2 acid which, taking into 

account the loss of the acid function (as C02) should produce HHQ labelled with only one 13C. 

The extent of this 13C labelling should match the 75% level of labelling obtained when decanoic-

9,9, 10, 10, 10-d5 acid was provided to the cultures. However, the relative proportion of the m/z 

245 over 244 was only 21% (Fig. 2.13b), very close to the theoretical value of 19% (due to the 

natural abundance of 13C), clearly indicating that 3-ketodecanoic acid cannet be a direct 

precursor of HHQ. 
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Figure 2.13. Positive electrospray mass spectra of HHQ obtained after feeding P. aeruglnosa with isotope
labelled precursors. Addition of (a) 1 mM decanolc-9,9, 10, 10, 10-ds acld, orb) 1 mM decanolc-1,2-13C2 acld to a 
P. aerug/nosa PA14 culture In TSB. 

2.6.2 2-ABA is a precursor of HAQs 

To test the hypothesis that the quinoline ring of HAQs might be the result of a two-step 

process involving an intermediate that can be isolated, we performed a series of cross-feeding 

experiments with various nonpolar mutants of the pqsABCDE operon involved in HAQ synthesis. 

ln these mutants, the genes in the operon downstream from the inactivated gene are still 

transcribed. To maintain a WT level of expression of the other enzymes in the operon, we 

always included in ali the cultures the MvfR-inducing ligand PQS, in its 2,3,4,5-tetradeuterated 

form (PQS-d4) to prevent interference with LC/MS quantification (Lépine et al., 2003). As a first 

step, we confirmed that none of the pqsA, pqsB, pqsC and pqsD mutant produces measurable 

amounts of HAQs (Fig. 2.14, on the right). Then, we fed the filter-sterilized supernatant of these 

pqs mutants to another pqs mutant and looked for the production of HAQs. Figure 2.14 shows 

that only the supernatant of a pqsB- or pqsC- mutant, when provided to a pqsA- or pqsD-
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mutant, results in HAQ production. This indicates that the culture supernatant of a nonpolar 

pqsB- or pqsC- mutant must contain an intermediate in the biosynthesis of HAQs. 

The active intermediate was purified by activity-guided fractionation using preparative 

HPLC and thick layer chromatography, and ultimately identified by MS and MS/MS as 2-ABA. 

Negative electrospray ionization LC/MS/MS presents a pseudomolecular ion at m/z 178 and 

fragments at m/z 134 (loss of C02) and 92 (loss of C2H20), as expected (Supplemental Fig. 

2.13). Once purified, this compound is relatively unstable and decomposes in a matter of hours 

on standing at room temperature in water. 2-AA and DHQ are among the degradation products, 

the latter being predominantly produced under acidic conditions. 

To conclusively prove the structure of the intermediate, 2-ABA was chemically 

synthesized (see METHODS). Like the compound obtained from purification, synthetic 2-ABA is 

relatively unstable in solution, but in a dry form can be stored for extended period of time at-

20°C. When the synthetic product was fed to a double nonpolar pqsA- pqsH- mutant (unable to 

produce 2-ABA and to convert HHQ into PQS), 2-AA, HHQ and HQNO were produced. This 

mutant was used rather than a pqsA- mutant to avoid further transformation of HHQ into PQS, in 

order to simplify the analysis and increase HHQ concentration. 

The synthesis of 2-aminobenzoylacetate-1 ,2-13C2 was also achieved. When it was fed to 

the nonpolar pqsA- pqsH- mutant, the 2-AA, HHQ and HQNO produced were totally labelled with 

only one 13C, as expected. 
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Figure 2.14. Supematant cross-feedlng experlments. Total HAQ production ln the WT and ln the supematant 
(S) of non polar mutants of genes from pqsABCDE operon involved ln HAQ synthesis. ln a second step (B) the 
supematants of each mutant were added to cultures of ali the other nonpolar mutants. 

2.6.3 Biosynthesis of 2-ABA 

To further investigate the biosynthesis of 2-ABA, the double nonpolar pqsB" pqsC 

mutant, an overproducer of 2-ABA, was cultivated in a mineral medium with acetate 13C-Iabelled 

at position 1 or 2 as sole carbon source, supplemented with anthranilic acid to avoid 

incorporation of 13C labelling in the aromatic ring and PQS-d4 as inducer. The resulting 

supernatant was then added to a culture of the pqsA- pqsH- mutant in TSB. When the sole 

carbon source was acetate labelled at position 1, the pseudomolecular ion of the HHQ produced 
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was predominantly not labelled (Fig. 2.15a). But when acetate was labelled at position 2, the 

HHQ produced appeared exclusively at m/z 245 showing that it had incorporated one 13C (Fig. 

2.15b). 
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Figure 2.15. Positive electrospray spectra of HHQ produced by a double pqsA- pqsH- mutant fed with various 
culture supematants providing 2-ABA. When a double pqsB'pqsL· mutant was cultivated ln M9 mineral 
medium with (a) acetate Jabelled at position 1 or (b) at position 2 with 13C as carbon source and the 
supernatant added to a nonpolar pqsA- pqsH- mutant culture ln TSB. (c) pqss· pqsL" mutant cultlvated ln M9 
medium with unlabelled acetate and the supematant fed to a double pqsA- pqsH- mutant mutant grown ln 
fully 13C acetate, (d) supernatant of a f.!iSC- mutant cultivated ln TSB and fed to a pqsA- pqsH- mutant grown 
ln TSB and supplemented with fully 1 C-labelled octanoic acid. 

2.6.4 Malonyi-CoA is a precursor of HHQ 

Because acetyi-CoA is a precursor of malonyi-CoA in vivo. and considering the published 

role of malonyi-CoA in the biosynthesis of OHQ, we wondered whether malonyi-CoA could also 

be involved in the biosynthesis of HHQ. To test this hypothesis, a PA14 cytoplasmic extract was 

combined with 1 ,2,3,4-tetradeuteroanthranilic acid (anthranilic-d4 acid), CoA, octanoyi-CoA (see 

below) and increasing levels of malonyi-CoA; the HHQ-d4 produced was monitored by LC/MS. 

Figure 2.16a shows that no HHQ-d4 is produced in absence of malonyi-CoA, while increasing the 
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amount of malonyi-CoA leads ta a corresponding augmentation in HHQ-d4, thus validating the 

hypothesis. 

a) 0.20 

_0.15 
~ 
..:!: 0.10 
~ 

D ~ 
::I: 0.05 

D ::I: 

0.00 

0.0 2.5 5.0 10.0 

Malonyi-CoA (J.LM} 

b) 8 -

_6 
~ 
:s. 
-4 CJ 
J: 
J: 

2 

0 
.......____c=~_o __ O_ 

0 1.75 3.0 6.9 13.0 27.5 

Octanoyl-coA (11M) 

Figure 2.16. Malonyi-CoA and octanoyi-CoA are two precursors of HHQ. (a) Dose-response relationship 
between added malonyi-CoA and HHQ-d4production of a cytoplasmic extract of PA14 fed anthranilic acld-d.., 
CoA, and octanoyi-CoA. (b) Dose-response relatlonshlp between added octanoyi-CoA and in vitro HHQ 
production when co-purifled His-tagged PqsC and PqsB are provided with 2-ABA. 

2.6.5 Octanoic acid and PqsC are involved in the coupling of the aliphatic tail of 

HHQ 

Ta identify the precursor incorporated in the aliphatic tail of HAQs, the nonpolar pqsf! 

pqsC mutant was cultured in TSB and the supematant fed ta the nonpolar pqsA- pqsH- mutant 

growing in mineral medium containing tully 13C-Iabelled acetate. The pseudomolecular ion of the 

HHQ produced showed an increase of 8 Da (Fig. 2.15c). This suggested that these eight 
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carbons originating from acetate would come from octanoic acid produced from de novo fatty 

acid synthesis. To confirm this hypothesis, the supernatant of a nonpolar pqsC- mutant was 

provided to the nonpolar pqsA- pqsH- mutant fed with fully 13C-Iabelled octanoic acid instead of 

acetate, and the HHQ produced showed the same mass increase of 8 Da (Fig. 2.15d). These 

results identify octanoic acid as a direct precursor of HHQ. 

Because of the amino acid sequence homologies between PqsC and PqsD, which 

performs the condensation of anthraniloyi-CoA with malonyi-CoA for the biosynthesis of DHQ 

(Zhang et al., 2008), we then decided to purify PqsC in order to study its potential role in the 

biosynthesis of HHQ. When trying to overexpress an His-tagged PqsC construct in E. coli strains 

BL21 or Origami under various temperature or IPTG concentrations, we always observed the 

protein inactive in inclusion bodies. Attempts to denature/renature the protein failed. However 

when co-expressed with a His-tagged PqsB construct, PqsC was found in the cytoplasmic 

fraction. After gel electrophoresis, the band corresponding to the molecular weight of PqsC was 

excised and analysed by MS after treatment with trypsin. MASCOT analysis confirmed that the 

protein was indeed PqsC, and also showed a tryptic peptide identified as 

ALPLDSQMECASFLLNLR (residues 120-137) carrying an additional mass of 126 Da, 

corresponding to an octanoyl moiety. This tryptic peptide contains many residues conserved in 

enzymes involved in condensation reactions, including the cysteine residue bearing the 

anthraniloyl group in PqsD (Zhang et al., 2008). The exact residue bearing the octanoyl group 

could not be identified by MS because it seemed too labile to survive collision-induced 

fragmentation of the peptide backbone. Nevertheless, we were able to determine that the 

octanoyl group was linked to the conserved cysteine residue, since a plasmid carrying a C129A 

mutation in pqsC could not complement the ability to produce HAQs of a pqsC- mutant, in 

contrast with the plasmid expressing the His-tagged pqsC. When overexpressing PqsC alone in 

E. coli, the same tryptic peptide was detected by MASCOT but without its octanoate adduct, an 

indication that the folding of PqsC and the binding of octanoate are linked, and promoted by 

PqsB. 

Overexpressing an His-tagged PqsB construct in E. coli yielded a protein with the 

expected molecular weight (observed value: 31826 Da versus the theoretical value: 31830 Da), 

showing that there was no octanoyl group associated with this protein and that PqsB is not 

involved in vivo in providing octanoate to PqsC. 
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lnterestingly, the co-purified His-tagged PqsB and PqsC when migrated together on a 

native polyacrylamide gel produce only one band, although their molecular weight differ 

considerably (Fig. 2.17). An attempt to purify the active form of PqsC without PqsB by co

expressing a His-tagged PqsC and a native PqsB using nickel-sepharose column failed, as 

PqsB was found to co-elute with PqsC, yet another indication of the tight association between 

these two enzymes. 

ln order to conclusively prove that octanoate is the immediate intermediate in the 

biosynthesis of HHQ, we added increasing amounts of octanoyi-CoA to a synthetic 2-ABA 

solution to which were added the co-purified His-tagged PqsB and PqsC. This resulted in 

increasing production of HHQ (Fig. 2.16b ), demonstrating that octanoyi-CoA is the direct 

precursor of HHQ and that PqsC is the enzyme coupling octanoic acid to 2-ABA. 

M 1 M 1 2 
(a) (b) 

PqsC 

PqsB 

Figure 2.17. Polyacrylamide gels showing purified PqsB and PqsC. (a) Native gel of co-purified Hls-tagged 
PqsC and PqsB showlng comlgration (Jane 1). (b) Denaturing gel showing purified PqsB and PqsC proteins 
(Jane 1) and reanalysls of the complex from the native gel (a) after that the band was excised, showing two 
bands correspondlng to PqsC and PqsB (Jane 2). M= molecular welght ladder. 
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2. 7 Supplemental figures 
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Supplemental Figure 2.12. Effect of dodecanoic acid addition on production of various Pseudomonas 
aeruginosa secondary metabolites. Production of (a) pyocyanin, (b) J-oxo-C1rHSL and (c) the sum of PQS, 
HHQ and HQNO ln a P. aeruglnosa PA14 control culture ln TSB (Â) and upon supplementation with 1 mM 
dodecanoic acid (•). 
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Supplemental Figure 2.13. Negative electrospray MS/MS spectrum of 2-ABA purified from P. aeruglnosa 
culture supematant Collision energy of (a) 5 eV and (b) 15 eV. 
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2.8 Discussion 

Our experiment with decanoic-9,9, 10, 10, 10-ds acid clearly shows that this fatty acid can 

be directly incorporated into HAQs, a departure from the current hypothesis that the fatty acid 

part of HAQs is produced from de novo fatty acid synthesis. lt is noteworthy to mention the 

extensive labeling of the HAQs (75%) eventhough this experiment was conducted in TSB rich 

medium in which de novo biosynthesis of fatty acids is likely to be activated. The fact that no 

label was retained when decanoic-1,2-13G.! acid was fed to the bacteria is in total contradiction 

with the current accepted model that the quinoline ring of HAQs originates from a one-step 

head-to-tail condensation of 3-ketofatty acids with anthranilic acid (Heeb et al., 2011 ). 

Looking for an alternative to the one-step head-to-tail reaction, we found that an 

intermediate of HAQ biosynthesis is present in culture supematants of nonpolar pqsB- and 

pqsC- mutants. Only the culture supematants from these two nonpolar mutants provide the 

intermediate to nonpolar pqsA- or pqsD- mutants to produce HAQs. The results also show that 

PqsB and PqsC have to be present simultaneously to transform the intermediate into HHQ as 

the supematant of a pqsC- mutant does not complement a pqsB- mutant, nor vice versa. The 

conclusion is that this extracellular intermediate is first synthesized by PqsA and PqsD, and is 

then further modified by PqsB and PqsC to produce HAQs. The fact that the supematant of a 

double pqsB- pqsL- mutant enables the production of more HHQ than the supematant of a 

single pqsB- mutant when fed to a pqsA- mutant also suggests that this intermediate is the 

substrats of Pqsl in the production of HQNO. 

This intermediate was identified as 2-ABA. Not unexpectedly, this compound once 

purified is rather unstable and tends to decompose into DHQ through attack of the carboxyl 

group of the acid function by the neighbouring amino group to produce the more stable 

quinoline ring of DHQ or, through decarboxylation of the rather unstable 3-ketofatty acid, into 2-

AA. lnterestingly the MS/MS analysis of 2-ABA also shows the loss of C02 as the main 

decomposition pathway, even at very low collision energies. 

2-AA is a P. aeruginosa volatile metabolite found in liquid culture and in the lungs of 

people affected by cystic fibrosis (Cox et al., 1979; Scott-Thomas et al., 2010). 2-AA modulates 

the virulence of the bacteria and promotes a chronic infection phenotype (Kesarwani et al., 

2011), and can also modulate the immune response of the host (Bandyopadhaya et al., 2012). 
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We knew that anthranilic a cid is a precursor of 2-AA (Kesarwani et al., 2011 ), but the 

pathway leading to the addition of a methyl group adjacent to the carbonyl was unknown. 

Feeding of a pqsA- pqsH- mutant with 2-ABA-1,2-13C2 lead to quantitative labelling with one 13C, 

a demonstration that 2-AA is produced in vivo by the decarboxylation of 2-ABA, a reaction also 

spontaneously observed during the chemical synthesis of 2-ABA. 

The feeding experiments with 13C-Iabelled acetate showed that the HHQ produced only 

incorporated one 13C and only if the label was at position 2 of acetate. The tact that only the 

carbon 2 of acetate was retained in HHQ implied that sorne form of malonate is involved in 2-

ABA synthesis. That malonyi-CoA is the direct precursor of 2-ABA was demonstrated by the 

linearity of the dose-response production of HHQ-d4 upon feeding incrementai concentrations of 

malonyi-CoA to a cytoplasmic extract of a nonpolar pqsa· pqsC mutant supplemented with 

anthranilic-d4 acid, CoA and octanoyi-CoA. When synthetic 2-ABA-1,2-13C2 was provided to the 

pqsA- pqsH-mutant, the HHQ produced was labeled with only one 13C. This proves that 2-ABA 

has to undergo decarboxylation upon coupling with octanoate, and this also explains the 

absence of labelling of HHQ when acetate labelled at position 1 is fed to the pqsA- pqsH-mutant, 

as the carbon of the carbonyl group of 2-ABA also originates from the carbon 1 of acetate (Fig. 

2.12). 

The experiment involving feeding the supernatant of a nonpolar pqsB- pqsL- mutant to a 

nonpolar pqsA- pqsH- mutant grown only with tully 13C-Iabelled acetate as carbon source led to 

the incorporation of eight labelled carbons, an indication that octanoate, in this case produced 

through de novo synthesis, is the immediate precursor of HHQ. When this experiment was 

repeated with a pqsC- mutant supernatant given to a nonpolar pqsA- pqsH- mutant fed with tully 
13C-Iabelled octanoic acid instead of acetate, the same eight 13C labelling was obtained, 

confirming that octanoic acid can be directly incorporated into HHQ without having to originate 

from de novo synthesis. The dose-response in vitro production of HHQ starting with synthetic 2-

ABA and purified PqsB and PqsC with increasing amounts of octanoyi-CoA proves that 

octanoyi-CoA is the ether direct precursor of HHQ. 

Taking these results together, we propose a two-step pathway for the biosynthesis of 

HAQs in P. aeruginosa (Fig. 2.12). lnitially, PqsA activates anthranilic acid into anthraniloyi-CoA 

(Coleman et al., 2008). Then anthraniloyi-CoA reacts with PqsD to produce anthraniloyi-PqsD, 

as described in the biosynthesis of DHQ (Zhang et al., 2008). The next step involves the 
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reaction of anthraniloyi-PqsD with malonyi-CoA to form 2-ABA-CoA, as previously hypothesized 

for the synthesis of DHQ (Zhang et al., 2008). Then free 2-ABA undergoes decarboxylation and 

reacts with octanoate. This reaction is most likely performed by PqsC, as we have identified it as 

the carrier of the octanoyl group. Further supporting a madel where PqsC is responsible for the 

coupling of the octanoate group and the closing of the quinoline ring, this group is located on the 

same conserved cysteine that carries anthranilate in PqsD (Zhang et al., 2008). lndeed, as 

noted by Zhang et al. (Zhang et al., 2008), PqsD and PqsC are structurally related as they bath 

share the same cysteine 112 and histidine 244 found in the active site of E. coli FabH, although 

PqsC lacks the asparagine 27 4 shared by PqsD and FabH. As PqsD and FabH are bath invoved 

in Claisen-type of condensations it is not unlikely that PqsC could perform the same type of 

reaction as depicted in Figure 2.12, with 2-ABA undergoing the loss of C02 in the same way 

malonyi-CoA does in the biosynthesis of DHQ. Although PqsC lacks asparagine 244, 2-ABA is 

much likely to easily undergo decarboxylation than malonyi-CoA which could explain the 

absence of this residue in the active site of PqsC. While malonyi-CoA plays an essential role in 

the synthesis of DHQ and HAQ, we have previously shawn that DHQ is not a precursor of HAQs 

(Lépine et al., 2007). 

What remains to be determined is how free 2-ABA is produced from 2-ABA-CoA. 

Although it is possible that this is achieved by PqsB, adding PqsB to anthraniloyi-CoA, malonyi

CoA and PqsD did not alter the production of DHQ. However, under the tested conditions, the 

free 2-ABA produced spontaneously decomposes into DHQ, as we found this compound as a 

degradation product of 2-ABA. PqsB could not either directly hydrolyse anthranoyi-CoA, which is 

somewhat structurally related to 2-ABA-CoA. ln arder to explain how free 2-ABA is found in the 

supernatant of a pqsB- mutant, we propose that in this mutant, unspecific thioesterases degrade 

the accumulating 2-ABA-CoA and that accumulated free 2-ABA is either excreted or diffused 

outside the cells. lt is also possible that a 2-ABA-CoA-specific thioesterase exists. Thus, the role 

of PqsB remains to be confirmed but it is clear from the nondenaturing gel of the co-expressed 

PqsB-PqsC that these two enzymes are closely associated and that PqsB is required for PqsC 

to be active. When PqsC is expressed alone in E. coli, it is found mostly in the insoluble fraction 

of the cell hydrolysate while when it is co-expressed with PqsB it is mostly found in the 

cytoplasmic fraction. Also, the cysteine of the active site of PqsC was not substituted with 

octanoate when PqsC was expressed alone, while it was substituted when co-expressed in 

presence of PqsB. These two tacts suggest that PqsB is mostly involved in the proper folding of 

PqsC rather than having a direct enzymatic role in the process. 
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Another interesting finding is that synthetic 2-ABA, when provided to a pqsA- pqsH

mutant, also acts as a precursor of HQNO, along with HHQ. We have previously reported that 

pqsL, which codes for a monooxygenase, is required for the biosynthesis of HQNO (Lépine et 

al., 2004}, and also, somewhat surprisingly, that HHQ is not the direct precursor of HQNO 

(Déziel et al., 2004}. The present work indicates that 2-ABA is the likely elusive substrate of 

Pqsl. Although we did not isolate the oxidized intermediate, we speculate that it is probably an 

hydroxylamino derivative of 2-ABA. The hydroxylamino function is strongly nucleophilic and 

capable to attack a neighbouring carbonyl group. Hydroxylamino groups are often obtained from 

the reduction of a nitro group with SnCI2 and this approach is used for the one-step chemical 

synthesis of HQNO by reducing the 2-nitro group of 1-(2-nitrophenyl)tetradecanoate-1,3-dione 

with SnCI2 (Taylor et al., 1995}. By analogy, the PqsL-mediated oxidation of the amino group of 

2-ABA could produce a hydroxylamino group that would spontaneously attack the carbonyl 

function to produce HQNO (Fig. 2.12}. 

How do we reconcile our findings with prior claims that 3-ketofatty acids are the 

immediate precursors of HAQs ? (Bredenbruch et al., 2005; Luckner et al., 1965; Ritter et al., 

1971; Pistorius et al., 2011 }. ln fact, what was really demonstrated previously is that the carbons 

of the aliphatic chain altematively originate from carbon 2 and carbon 1 of acetate, as expected 

from the de novo synthesis of fatty acids, and that the carbons 3 and 2 of the quinoline ring of 

HHQ also follow the same altemating origin, with these carbons originating from carbon 2 and 1 

of acetate, respectively (Fig. 2.12}. This is also true in the mechanism we propose, in which the 

carbon 2 of 2-ABA, which eventually ends up as carbon 3 of HHQ, also originates from carbon 2 

of acetate, and for the carbon 1 of octanoate, which ends up as carbon 2 of HHQ, originates 

from carbon 1 of acetate, in the de novo biosynthesis of fatty acids. lt remains to be determined 

whether the octanoic acid originates directly from de novo fatty acid synthesis or if it is rather a 

product of the ~-oxidation of longer fatty acids. That octanoyi-CoA was found as a substrate of 

PqsC faveurs the second hypothesis because fatty acid-ACP, not fatty acid-CoAs, are the 

intermediate of de novo biosynthesis. Because labelling was predominant when labelled 

decanoic acid was provided exogenously, even when a rich culture medium was used, also 

supports the second hypothesis. 

Pistorius et al. recently reported that the CoA and ACP esters of 3-ketodecanoic acid in 

presence of anthranoyi-CoA and purified PqsD did not produce HHQ, as predicted by Bera et al. 

(2009} who described the active site of PqsD as being too small to accommodate such large 
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substrates. But when Pistorius et al. fed free 3-ketodecanoic acid and anthranoyi-CoA to PqsD, 

they reported the production of HHQ (Pistorius et al., 2011 ). However, as the authors 

themselves pointed out, their experiment cannet explain the essential role of PqsB and PqsC in 

vivo. lndeed, PqsD does not seem to be very substrate-specific as it can also accept benzoyi

CoA in addition to anthraniloyi-CoA (Pistorius et al., 2011 ). Moreover, their observed Kcat for the 

reaction of HHQ with 3-ketodecanoic acid was three orders of magnitude lower than the one for 

producing DHQ, while the relative proportion of DHQ and HHQ is much closer to a one to one 

ratio in cultures (Lépine et al., 2007). From this, we must conclude that 3-ketodecanoic can be 

transformed into HHQ in vitro with low efficiency by PqsD, but that 3-ketofatty acids are not the 

biologically relevant precursors of HAQs. 

The discovery of the two-step mechanism responsible for the synthesis of HAQs is likely 

to toster the search for new and specifie inhibitors of P. aeruginosa « quorum sensing » based 

on the 2-ABA structure, and provides a renewed perspective on the biosynthesis of 2-AA and 

HQNO, molecules with promising biological properties. 
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2.9 Significance 

Groups of pathogenic bacteria employ diffusible signaling molecules to regulate their 

virulence in a concerted manner (quorum sensing). ln Pseudomonas aeruginosa, one family of 

signalling molecules share a 4-hydroxy-2-alkylquinoline (HAQ) structure, such as Pseudomonas 

Quinolone Signal (PQS), and its direct precursor 4-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ). PQS and 

HHQ activate the MvfR regulator, which then induces the expression of the pqsABCDE operon, 

responsible for the biosynthesis of HAQs. 

Molecules produced from the activity of the pqsABCD gene products display additional 

biological activities basides MvfR activation. For instance, HHQ, PQS and 2-AA can modulate 

the innate immune response of mammalian hosts. Inhibition of the MvfR regulon by mutational 

inactivation decreases P. aeruginosa virulence. Furthermore, hindering HAQ synthesis protects 

mice from the infection, which confirms that HAQ biosynthesis is a promising target to control 

virulence of this bacterium. 

We know that anthranilic acid is a precursor of HAQs. lt is widely accepted that the other 

precursors of HAQs are 3-ketofatty acids that condense with anthranilic acid in a head-to-tail 

fashion. 

The objective of the present work was to decipher the poorly understood HAQ 

biosynthetic pathway. 

We have elucidated the function for PqsB, PqsC and PqsD in the biosynthesis of HAQs, 

and determined that the current model involving 3-ketofatty acids as precursors is incorrect. We 

have found that HAQ biosynthesis proceeds by a two-step pathway: (1) the PqsD enzyme 

mediates the synthesis of 2-aminobenzoylacetate (2-ABA) from anthraniloyi-CoA and malonyi

CoA, then (2) the decarboxylating coupling of 2-ABA to an octanoate group linked to PqsC 

produces HHQ. PqsB is tightly associated with PqsC and required for the second step. 

Our findings rule out the long standing hypothesis that 3-ketofatty acids are the 

precursors of HAQs, and uncover promising targets for the development of specifie antivirulence 

drugs to combat this opportunistic pathogen, for which we need alternatives to traditional 

antibiotics. 
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Conclusion et perspectives 

L'objectif de ce projet était de déterminer la fonction enzymatique de PqsB et PqsC 

impliquées dans la voie de biosynthèse des HAQ produites par P. aeruginosa. 

Au cours de ce projet nous avons optimisé les conditions d'expression de l'enzyme PqsB 

chez E. coli afin de minimiser la formation d'agrégats non fonctionnels in vivo, en utilisant la 

souche Origami™ (DE3) et en diminuant la température d'incubation pendant la période de 

production de la protéine recombinante. 

Nous avons construit un plasmide pour la production la protéine PqsC avec une 

étiquette 6xHis. Cette construction a permis de restaurer la production des HAQ chez un mutant 

PA146pqsC non polaire. Cependant, pendant la production de PqsC chezE. coli le phénomène 

d'agrégation a représenté un obstacle majeur limitant sa purification par chromatographie 

d'affinité. Des essais pour minimiser l'agrégation in vivo on été réalisés sans amélioration 

notable sur les rendements en protéine soluble. Le repliement in vitro de la protéine à partir des 

corps d'inclusion a favorisé en partie la solubilisation de la protéine et a facilité sa purification. 

Cependant, lorsque les deux protéines purifiées ont été mis en réaction avec les composés 

précurseurs, le 2-ABA et l'octanoyi-CoA, la production de HHQ n'a pas pu être détectée, ce qui 

laisse subsister un doute quant à la fonctionnalité des enzymes purifiées. 

Dans une autre tentative pour obtenir les deux enzymes sous forme fonctionnelle, nous 

avons coexprimé les protéines PqsB et PqsC chez la souche E. coli Origami™ (DE3). Nous 

avons constaté que la coexpression a favorisé d'une façon importante la solubilité de ces deux 

protéines in vivo et a facilité également leur copurification. Des tests enzymatiques réalisés à 

partir des fractions cytoplasmiques au cours de l'étape de coproduction ainsi que des tests in 

vitro réalisés pendant la copurification avec l'addition de 2-ABA et d'octanoyi-CoA nous ont 

permis de détecter la production de HHQ, ce qui a confirmé que les deux protéines 

recombinantes étaient fonctionnelles sous ces conditions de production. 

L'analyse sur gel d'acrylamide en conditions natives nous a confirmé que ces deux 

protéines migrent au même temps indiquant la présence d'interactions qui pourraient 

éventuellement donner lieu à la formation d'un complexe enzymatique. 
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Nous avons pu mettre en évidence que PqsC est l'enzyme responsable du transport de 

l'octanoyle lors de la réaction de condensation avec le 2-ABA. En effet, l'analyse protéomique 

par spectrométrie de masse nous a permis d'identifier un peptide tryptique ayant une masse 

additionnelle correspondante à la masse de l'octanoyle. Ultérieurement, par mutagénèse dirigée 

nous avons pu vérifier que le résidu cystéine 129 est directement impliqué dans la liaison avec 

l'octanoyle. Par ailleurs, nous avons vérifié in vivo que le plasmide portant le gène pqsC muté 

sur le résidu cystéine 129 n'a pas pu restaurer la production des HAQ chez un mutant 

PA14ll.pqsC non polaire. 

Dans un dernier effort pour isoler la protéine PqsC, les deux protéines ont été 

coexprimées chez E. coli, mais dans cette tentative, seulement l'enzyme PqsC était exprimée 

avec son étiquette 6xHis et aurait dû de cette façon être séparée de PqsB et les autres 

protéines cytoplasmiques lors de la purification sur une colonne de nickel. Cependant, l'analyse 

des fractions d'élution obtenues nous a montré que les deux protéines ont coélué, ce qui 

démontre que les interactions établies entre ces deux protéines étaient très fortes. 

Le rôle de PqsB n'a pas pu être établi. Étant donnée que PqsC nécessite de PqsB pour 

être soluble, on considère que PqsB pourrait agir comme protéine chaperonne essentielle au 

repliement de PqsC et en conséquence essentielle à sa fonctionnalité. Des études structurales 

sur PqsB seront nécessaires pour déterminer si cette protéine possède une activité catalytique 

spécifique dans la réaction de couplage du 2-ABA avec l'octanoyi-CoA, ou bien, si son rôle est 

celui de complémenter la structure native de PqsC formant un complexe fonctionnel. 

Finalement nous avons pu reproduire in vitro la deuxième étape de la voie de 

biosynthèse des HAQ à partir des enzymes PqsB et PqsC copurifiées et les composés 

précurseurs impliqués dans cette réaction, le 2-ABA et l'octanoyi-CoA. Ce résultat nous a 

permis de valider notre hypothèse que le composé intermédiaire 2-ABA condense avec 

l'octanoyle qui est transporté par PqsC pour générer du HHQ. Par ailleurs, au moyen de cette 

approche enzymatique nous allons pouvoir tester des inhibiteurs de cette réaction et ainsi ouvrir 

la voie à l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles et, par conséquent des 

antibiotiques plus efficaces pour contrer les infections causées par P. aeruginosa. 
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