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RESUME

Les bactéries pathogénes s’adaptent aux variations des conditions environnementales
auxquelles elles sont confrontées, en particulier, au cours du processus d’infection de 1’héte.
La transition d’un mode de vie saprophyte a un cycle infectieux s’accompagne d’un
remaniement spatio-temporel important des profils de transcription. Une question centrale est
de comprendre comment la transcription est coordonnée au niveau du génome. Chez certaines
bactéries, la modulation de la transcription du génome est corrélée aux fluctuations de la
densité bactérienne via un systéme de communication intercellulaire, appelé quorum sensing.
Les bactéries produisent des molécules de signalisation qui s’accumulent dans
I’environnement au fur et & mesure de la croissance bactérienne. Ces signaux moléculaires,
perceptibles par les bactéries d’une méme population, fournissent une indication sur la densité
cellulaire et déclenchent, dans toute la population, des cascades de régulation de 1’expression
des génes permettant de synchroniser les activités bactériennes. Le quorum sensing intervient
dans la modulation de nombreux processus cellulaires parmi lesquels figurent notamment la
bioluminescence, la mobilité bactérienne, la compétence génétique, la sporulation, la
conjugaison bactérienne, la biosynthése d’antibiotiques ou encore le développement du
biofilm. En outre, la communication intercellulaire joue un role crucial dans la régulation de
la virulence bactérienne. En conséquence, la connaissance des mécanismes moléculaires du
quorum sensing offre 1’opportunité de développer de nouvelles approches thérapeutiques qui
seraient anti-pathogénicité et qui permettraient, en théorie, de minimiser le phénoméne de
multirésistance associé a I’antibiothérapie actuelle. La thése présentée ici porte sur la
caractérisation des mécanismes de régulation des multiples systémes de quorum sensing qui
coexistent chez la bactérie Burkholderia thailandensis. B. thailandensis est considérée comme
la version avirulente de Burkholderia pseudomallei, un agent pathogéne humain hautement
infectieux, et est donc couramment utilisée comme modéle de substitution. Les premiére et
deuxiéme parties de cette thése se concentrent sur I’établissement des interactions entre les
systémes de quorum sensing Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3, ainsi que sur 1’étude
du r6le des protéines régulatrices de type RsaM, nommées RsaM1 et RsaM2, dans la
modulation de la biosynthése des molécules de signalisation, appelées N-acyl-L-homosérine
lactones (AHL). Les troisiéme et quatriéme parties de cette thése se concentrent sur
I’élucidation des mécanismes de régulation de 1’expression de 1’opéron AimgABCDEFG et de
la production des molécules de signalisation putatives, nommées 4-hydroxy-3-méthyl-2-
alkylquinolines (HMAQ), sur I’analyse fonctionnelle du systtme de quorum sensing
hypothétique #mgq et, enfin, sur I’approfondissement de la fonction du régulateur
transcriptionnel de type LysR, appelé ScmR (secondary metabolite regulator), dans la
modulation de I’expression génique via le quorum sensing.
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1. INTRODUCTION

1.1. La communication intercellulaire bactérienne

1.1.1. Le quorum sensing est un mécanisme de régulation globale de

I’expression génique en fonction de la densité cellulaire

Les bactéries sont exposées a de fréquentes modifications physico-chimiques de leur
environnement. Elles peuvent également adopter différents styles de vie puisqu’elles sont
capables de vivre a 1’état planctonique libres ou bien & 1’état de biofilm fixées sur un support
biotique ou abiotique. Elles peuvent établir différents types d’interaction avec un héte comme,
par exemple, le commensalisme ou le parasitisme. L’ensemble de ces situations nécessite la
synthése de macromolécules particuliéres adaptées aux nouvelles conditions de vie
rencontrées par les bactéries. Ce remaniement du contenu macromoléculaire bactérien
implique un ajustement de I’expression du programme génétique. Il existe donc des
mécanismes de régulation permettant aux bactéries de modifier I’expression de leurs génes en
fonction des conditions environnementales variées auxquelles elles peuvent étre confrontées

et des différents modes de vie qu’elles sont susceptibles d’adopter.

Parmi les mécanismes de régulation de i’expression génique décrits chez les bactéries
figurent notamment le quorum sensing (Fuqua et al., 1994). Il s’agit d’un mécanisme de
régulation globale de 1’expression des génes en fonction de la densité bactérienne intervenant
dans de nombreux processus cellulaires, qui incluent la mobilité bactérienne (Yersinia
enterocolitica), la bioluminescence (Vibrio fischeri), le développement du biofilm
(Staphylococcus aureus), la biosynthése d’antibiotiques (Pectobacterium carotovorum), la
compétence génétique (Streptococcus pneumoniae), la sporulation (Bacillus subtilis), la
conjugaison bactérienne (Agrobacterium tumefaciens), et, en particulier, la pathogénicité
(Pseudomonas aeruginosa). Ce systéme de communication intercellulaire implique des
molécules de signalisation, nommées auto-inducteurs (AI), qui sont produites en réponse aux
fluctuations de la densité bactérienne. Ces signaux moléculaires s’accumulent dans
I’environnement au fur et & mesure de la croissance bactérienne jusqu’a atteindre une
concentration singuliére a laquelle ils déclenchent, de maniére synchrone dans I’ensemble de
la population bactérienne, la modulation de 1’expression de génes spécifiques. Le quorum

sensing assure, ainsi, la coordination des fonctions biologiques permettant aux bactéries d’agir




en communautés multicellulaires et, par conséquent, de répondre collectivement & des stimuli

environnementaux.

Les molécules de signalisation qui interviennent dans la régulation de I’expression
génique via le quorum sensing sont typiquement des oligopeptides chez les bactéries a Gram
positif (Dunny ez al., 1997). Chez les bactéries a Gram négatif, les N-acyl-L-homosérine
lactones (AHL) sont les mieux connues et les plus répandues (Fuqua et al, 1998). Ces
signaux moléculaires, anciennement appelés auto-inducteurs de type 1 (AI-1), sont, en
général, spécifiques d’une espéce bactérienne et sont, de ce fait, principalement impliqués
dans la communication intra-espéces (Antunes et al., 2009). Toutefois, ils peuvent également
intervenir dahs la communication entre des espéces bactériennes différentes. Ils permettent,
par exemple, .aux bactéries pathogénes opportunistes P. aeruginosa et Burkholderia
cenocepacia de développer des biofilms mixtes afin d’optimiser la colonisation des poumons
de patients atteints de fibrose kystique (Riedel et al., 2001). Des molécules de signalisation
communes aux bactéries & Gram positif et & Gram négatif, appelées auto-inducteurs de type 2
(AI-2), sont, en revanche, essentiellement impliquées dans la communication inter-espéces
(Surette et al., 1999, Vendeville et al., 2005, Xavier et al., 2003). Elles sont, pour cette raison,
considérées comme un langage universel des bactéries : ’espéranto bactérien (Winans, 2002).
Le quorum sensing permet, par conséquent, aux bactéries appartenant & une méme espeéce ou
bien a des espeéces différentes d’interagir entre elles. Ce systéme de communication
intércellulaire peut également intervenir dans les interactions hote-pathogéne définissant,

ainsi, un nouveau type de communication : la communication inter-régnes (Hughes et al.,
2008, Rumbaugh, 2007).

Selon les espéces bactériennes, les systémes de régulation du quorum sensing
différent. Ainsi, on retrouve communément des systémes de régulation a deux composants
chez les bactéries & Gram positif (Chang et al., 1998). Chez les bactéries & Gram négatif, on
retrouve fréquemment des systémes de régulation homologues au systéme LuxI/LuxR
caractéristique de la bactérie marine bioluminescente V. fischeri (Eberhard et al, 1981,
Engebrecht et al., 1983, Engebrecht et al., 1984). Ces systémes interviennent généralement
dans la communication intra-especes. Il existe également des systémes hybrides communs aux
bactéries & Gram positif et & Gram négatif qui interviennent essentiellement dans la
communication inter-espéces (Bassler et al., 1997). Si ces systémes de régulation différent

selon les espéces bactériennes, la modulation de I’expression génique via le quorum sensing

s’effectue généralement selon le méme modele : il implique une molécule de signalisation, un
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mécanisme permettant la production de cette molécule de signalisation et un régulateur
transcriptionnel couplant 1’expression des génes cibles du quorum sensing avec la densité

bactérienne par sa liaison au signal moléculaire.

1.12. Le quorum sensing chez les bactéries & Gram positif : oligopeptides et

systémes de régulation 4 deux composants

Chez les bactéries 2 Gram positif, la modulation de I’expression génique via le quorum
sensing implique communément des systémes de régulation & deux composants (Fig. 1.1).
Ces systétmes de communication intercellulaire utilisent généralement des oligopeptides
comme auto-inducteurs qui dérivent d’un précurseur protéique faisant I’objet de modifications
~ post-traductionnelles et sont exportés dans I’environnement, ol ils s’accumulent au cours de
la croissance bactérienne, via un transporteur ABC (ATP binding cassette) (Kleerebezem et
al., 1997). Ces auto-inducteurs, lorsqu’ils atteignent un seuil critique de concentration, sont
détectés spécifiquement par une protéine histidine kinase (i.e. le senseur d’un systéme a deux
composants) qui, en conséquence, s’auto-phosphoryle et transfére son groupement phosphate
a un régulateur de réponse spécifique (i.e. ’effecteur d’un systéme a deux composants),
contrdlant I’expression des genes cibles du quorum sensing en fonction de la densité de la
population bactérienne (Kleerebezem et al., 1997). Parmi ces génes figurent, en particulier, le
locus du précurseur protéique responsable de la production des oligopeptides, créant, ainsi,

une boucle d’auto-induction typique des systémes de quorum sensing (Fig. 1.1).
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Figure 1.1. Mécanisme de régulation de I’expression génique via le quorum sensing chez les bactéries a
Gram positif.

1.1.3. Le quorum sensing implique communément des systémes de régulation

homologues au systeme LuxI/LuxR chez les bactéries a Gram négatif

Chez les bactéries a Gram négatif, la modulation de I’expression génique via le
quorum sensing est essentiellement attribuée a des systémes de régulation qui possedent des
homologies avec le systéme LuxI/LuxR spécifique de V. fischeri (Fig. 1.2). Ces systémes de
communication intercellulaire utilisent des AHL comme auto-inducteurs qui fournissent une
indication sur la densité de la population bactérienne. Ces auto-inducteurs sont typiquement
produits par une synthase spécifique de la famille des synthases de type LuxI et s’accumulent
dans I’environnement au fur et a mesure de la croissance bactérienne jusqu’a atteindre un
seuil critique de concentration (Fuqua er al., 2002). Ils interagissent, en conséquence,
spécifiquement avec un régulateur transcriptionnel de la famille des régulateurs
transcriptionnels de type LuxR qui contréle, en fonction de la densité de la population
bactérienne, I’expression des genes cibles du quorum sensing parmi lesquels figurent,
notamment, le geéne /ux/, codant la synthase LuxI, résultant en une boucle d’auto-induction

caractéristique des systémes de quorum sensing (Fuqua et al., 2002). Notons, par ailleurs, que




le géne /uxR, codant le régulateur transcriptionnel LuxR, est généralement localisé a

proximité du géne /ux/ (Fig. 1.2).
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Figure 1.2. Mécanisme de régulation de I’expression des génes chez les bactéries 3 Gram négatif via les
systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR.
D’apres Le Berre et al. (2006).

Ainsi, les systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR, chez les bactéries & Gram
négatif, impliquent trois acteurs principaux spécifiques qui sont communément une AHL, une

synthase homologue a LuxI et un régulateur transcriptionnel homologue a LuxR.

1.1.3.1. Les systéemes de quorum sensing de type Luxl/LuxR utilisent des auto-

inducteurs appartenant a la famille des AHL

Les différents systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR, chez les bactéries a
Gram négatif, utilisent fréquemment comme auto-inducteurs des AHL spécifiques qui

présentent des structures chimiques variées (Fuqua et al., 2002). Les différences structurales
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entre les AHL reposent, en particulier, sur la longueur et/ou la substitution de la chaine acyle

qui les compose (Fig. 1.3).

Ry 0
L o R, : Substitution variable de la chaine acyle
R, N R, : Longueur variable de la chaine acyle
. H
Liaison amide (o)

Noyau lactone

Figure 1.3. Structure chimique des AHL.

Les AHL sont constituées d’un noyau lactone et d’une chaine acyle connectés par 1'intermédiaire d’une liaison
amide. Cette chaine acyle peut étre différentiellement substituée par un groupement hydroxyle, un atome
d’oxygéne ou d’hydrogéne en position 3 et sa longueur peut varier de 4 a 18 carbones (Fuqua et al., 2002).
Certaines AHL possédent également une insaturation au niveau de la chaine acyle comme, par exemple, la 7,8-
cis-N-(3-hydroxy-tétradécenoyl)-L-homosérine lactone (7,8-cis-30HC,4-HSL) spécifique de Rhizobium
leguminosarum (Gray et al., 1996, Schripsema et al., 1996) et la 7,8-cis-N-(tétradécenoyl)-L-homosérine lactone
(7,8-cis-C,4-HSL) spécifique de Rhodobacter sphaeroides (Puskas et al., 1997).

Les différences structurales entre les AHL assurent, d’une maniére générale, la
spécificité des différents systemes de quorum sensing. Celles-ci peuvent varier d’une espece

bactérienne a I’autre, voire méme au sein d’'une méme bactérie (Fig. 1.4).
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Figure 1.4. Exemples d'AHL retrouvées chez différentes bactéries 2 Gram négatif. :

La N-(butanoyl)-L-homosérine lactone (C;-HSL) et la N-(3-oxo-dodécanoyl)-L-homosérine lactone (30C;,-
HSL) sont les principales AHL synthétisées par P. aeruginosa (Pearson et al., 1994, Pearson et al., 1995). La
bactérie phytopathogéne P. carotovorum produit essentiellement de la N-(3-oxo-hexanoyl)-L-homosérine
lactone (30C4-HSL) (Pirhonen et al., 1993), tandis que la N-(3-oxo-octanoyl)-L-homosérine lactone (30Cs-
HSL) est la principale AHL produite par la bactérie phytopathogéne A. tumefaciens (Hwang et al., 1994).
Burkholderia thailandensis synthétise essentiellement de la N-(octanoyl)-L-homosérine lactone (Cs-HSL), de la
N-(3-hydroxy-octanoyl)-L-homosérine lactone (30HCs-HSL) et de la N-(3-hydroxy-décanoyl)-L-homosérine
lactone (30HC;,-HSL) (Chandler et al., 2009, Duerkop et al., 2009).




Les AHL sont capables de- diffuser de maniére passive a travers les membranes
bactériennes et sont, de ce fait, présentes en concentration égale a I’intérieur et a I’extérieur de
la cellule (Fuqua ef al., 2002). Toutefois, certaines AHL peuvent également étre transportées
activement au niveau de l’enveioppe bactérienne comme, par exemple, la 30C;,-HSL, qui &
la différence de la C4-HSL, est sécrétée dans I’environnement par des pompes a efflux de type

MexAB-OprM chez P. aeruginosa (Evans et al., 1998, Pearson ef al., 1999).

1.1.3.2. Les synthases de type LuxI sont responsables de la production des AHL

Les synthases de type LuxI catalysent la biosynthése des AHL (More et al., 1996,
Parsek et al., 1999, Schaefer et al., 1996). Celles-ci sont formées a partir d’un précurseur
commun, la S-adénosyl-L-méthionine (SAM), et d’une acyl-acyl carrier protein (acyl-ACP)
spécifique (Fig. 1.5).

3-oxo-dodécanoyl-ACP o o SH SH o 0

.5 /\/’\/\/’\)]\/”\ s
S-adénosyl-L-méthionine \

5'-méthylthioadénosine ‘/

0 o}

/\/\/\/\/”\/U\N PO + Q@D

H
N-(3-oxo-dodécanoyl)-L-homosérine lactone [o]

Figure 1.5. La synthase Lasl est responsable de la production de la 30C;,-HSL chez P. aeruginosa.

La production de la 30C;,-HSL est catalysée par la synthase Lasl, constitutive du systéme de quorum sensing
las de P. aeruginosa, a partir de la SAM et de la 3-oxo-dodécanoyl-ACP (30C;,-ACP), un intermédiaire du
métabolisme des acides gras. Cette réaction de synthése induit la libération d’une molécule de 5°-
méthylthioadénosine (5’-MAT).

Les synthases de type LuxI sont généralement associées a la production d’une unique
AHL. Certaines d’entre elles peuvent, néanmoins, intervenir dans la biosynthése de
différentes AHL. Ces synthases, le plus souvent, produisent une AHL, de fagcon majoritaire,

de méme qu’une ou plusieurs AHL additionnelles, moins abondamment. A titre d’exemple,




les synthases Btall et Btal3 produisent exclusivement de 'la Cg-HSL et de 1a 30HCg-HSL,
respectivement, alors que la synthase Btal2 synthétise principalement de la 30HC;-HSL
ainsi que, dans une moindre mesure, de la 30HCgs-HSL chez B. thailandensis (Chandler et al.,
2009, Duerkop et al., 2009).

Les synthases d’AHL appartiennent, pour la plupart d’entre elles, a la famille des
synthases de type LuxI (Fuqua et al., 2002). Cependant, des synthases ne présentant aucune
homologie de séquence avec la synthase LuxI spécifique de V. fischeri ont été décrites chez
plusieurs bactéries & Gram négatif (Bassler et al., 1994, Gilson et al., 1995, Hanzelka et al.,
1999, Laue et al., 2000, Milton et al., 2001). Citons, par exemple, les synthases LuxM (Vibrio
harveyi), AinS (V. fischeri) et VanM (Vibrio anguillarum) ainsi que la synthase HdtS

(Pseudomonas fluorescens).

1.1.3.3. Les régulateurs transcriptionnels de type LuxR modulent I’expression des

génes cibles du quorum sensing

Les régulateurs transcriptionnels du quorum sensing, chez les bactéries 3 Gram
négatif, sont typiquement homologues au régulateur transcriptionnel LuxR spécifique de V.
fischeri (Fuqua et al., 2002). Les régulateurs transcriptionnels de type LuxR sont constitués,
d’une maniére générale, de deux domaines fonctionnellement différents: un domaine N-
terminal impliqué dans 1a liaison 4 I’ AHL et un domaine C-terminal responsable de la liaison
a ’ADN grice a la présence d’un motif protéique hélice-tour-hélice (HTH) de fixation a
I’ADN constitué de deux hélices a reliées par une boucle (Hanzelka et al., 1999, Henikoff et
al., 1990, Stevens et al., 1999). Ces régulateurs transcriptionnels sont capables d’interagir de
fagon réversible ou bien irréversiblement avec les AHL (Welch et al., 2000, Zhu et al., 2001).
IlIs se lient sous forme dimérique spéciﬁquemént a ’ADN au niveau d’une séquence
nucléotidique conservée de la région promotrice des génes contrdlés via le quorum sensing,
appelée boite /ux (Devine et al., 1989, Egland et al., 1999, Fuqua et al., 1994). Cette boite
contient une séquence d’ADN palindromique d’une vingtaine de paires de bases située a une

quarantaine de paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription (Fig. 1.6).
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Figure 1.6. Exemples de bofte /ux identifiées chez différentes bactéries &4 Gram négatif.

Les régulateurs transcriptionnels de type LuxR présentent différents modes de
fonctionnement selon qu’ils se dimérisent en présence et/ou en absence d’AHL (Fuqua et al.,
2002, Fuqua et al., 2001, Patankar et al., 2009, Tsai et al., 2010, Whitehead et al., 2001).
Cette dimérisation est indispensable pour permettre la fixation de ces régulateurs
transcriptionnels & la boite ux et, de ce fait, ’activation et/ou I’inhibition de I’expression des
genes cibles du quofum sensing (Luo et al., 1999, Stevens et al., 1997, Zhu et al., 1999). Les
régulateurs transcriptionnels de type LuxR, la plupart du temps, se dimérisent et se lient a
PADN exclusivement en présence d’AHL (Fig. 1.7). Ces régulateurs transcriptionnels
constituent communément des activateurs de P’expression des génes sous le contrble du
quorum sensing (Fuqua et al., 2002). Citons, par exemple, les régulateurs transcriptionnels
~LasR (P. aeruginosa), TraR (A. tumefaciens), CarR (P. carotovorum), LuxR (V. fischeri) ou
encore TofR (Burkholderia glumae).
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Figure 1.7. Le régulateur transcriptionnel LasR contréle directement I’expression du géne /as/ codant la
synthase Lasl responsable de la production de la 30C,,-HSL chez P. aeruginosa.

A une faible densité cellulaire, le régulateur transcriptionnel LasR, constitutif du systéme de quorum sensing las
de P. aeruginosa, est présent sous forme de monomeres. La 30C,,-HSL, produite par la synthase Lasl (Pearson
et al., 1994), est synthétisée de fagon constitutive a des concentrations faibles. A une forte densité cellulaire,
cette AHL se lie spécifiquement au régulateur transcriptionnel LasR. Cette association est responsable de la
dimérisation du régulateur transcriptionnel LasR lui permettant d’activer I’expression du gene /as/, qui code la
synthase Lasl, en interagissant avec la région promotrice de ce géne par I'intermédiaire d’une boite /ux (Seed et
al., 1995). La 30C,,-HSL est alors produite a de fortes concentrations.

En revanche, certains régulateurs transcriptionnels de type LuxR se dimérisent et se
lient & ’ADN uniquement en absence d’AHL. Ces régulateurs transcriptionnels constituent
typiquement des inhibiteurs de I’expression des génes contrdlés via le quorum sensing (Tsai et
al., 2010). Citons, par exemple, les régulateurs transcriptionnels EsaR (Pantoea stewartii),
VirR (Pectobacterium atrosepticum), SpnR (Serratia marcescens) ou encore YenR (Y.
enterocolitica). 11 existe, néanmoins, des exceptions a I’image du régulateur transcriptionnel
RhIR qui se comporte a la fois comme un activateur lorsqu’il se dimérise en présence de Cs-
HSL produite par la synthase Rhll et stimule, par exemple, ’expression du géne i/l et de
I’opéron rhIAB, et comme un inhibiteur lorsqu’il se dimérise en absence de C;-HSL et
réprime, par exemple, la transcription du geéne rA[R et de ’opéron rhlAB chez P. aeruginosa

(Medina et al., 2003a, Medina et al., 2003b).

Les AHL induisent généralement la dimérisation et, donc, I’activation des régulateurs
transcriptionnels de type LuxR responsable de leur association a la boite /ux (Fuqua et al.,

2002). C’est notamment le cas pour les régulateurs transcriptionnels qui agissent en présence
p gu p qui ag p
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d’AHL (Fig. 1.8). Toutefois, les AHL peuvent provoquer la monomérisation et, par
conséquent, I’inactivation de certains régulateurs transcriptionnels de type LuxR résultant en
leur dissociation de la boite /ux (Tsai et al., 2010). C’est notamment le cas pour les

régulateurs transcriptionnels qui agissent en absence d’AHL (Fig. 1.8).

. " v Milieu extracellulaire
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transcriptionnel VirR
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des génes cibles de VirR &

Figure 1.8. Mécanisme de régulation de I’expression des génes cibles du quorum sensing chez le pathogéne
de la pomme de terre P. atrosepticum.

P. atrosepticum posseéde une synthase de type Luxl, appelée Expl, qui synthétise essentiellement de la 30Cq-
HSL (Chatterjee et al., 2005). Cette AHL interagit avec le régulateur transcriptionnel de type LuxR, appelé
ExpR, induisant sa dimérisation et sa liaison a I’ADN et, en conséquence, I’activation de 1’expression des génes
cibles du quorum sensing parmi lesquels figurent, notamment, le géne exp/, qui code la synthase Expl, résultant
en une boucle d’auto-induction typique des systémes de quorum sensing (Liu et al., 2008). Par ailleurs, la 30Cq-
HSL interagit avec un autre régulateur transcriptionnel de type LuxR, appelé VirR, ce qui entraine, au contraire,
sa monomérisation et sa dissociation de I’ADN et, donc, la levée de I'inhibition exercée sur I’expression des
genes cibles du quorum sensing, qui incluent, en particulier, les génes de virulence essentiels a la pathogéncité
de P. atrosepticum (Monson et al., 2013). L’hypothése est que le régulateur transcriptionnel VirR bloque la
production des facteurs de virulence tels que les enzymes dégradatives des parois pectocellulosiques de la
pomme de terre, a savoir, les pectinases, les cellulases et les protéases jusqu'a ce que P. atrosepticum soit en
nombre suffisant pour pouvoir surmonter les réactions de défense de la pomme de terre qui peuvent étre
déclenchées en réponse a la décomposition des parois pectocellulosiques.
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1.2. La communication intercellulaire chez la bactérie P. aeruginosa

1.2.1. P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste de I’ Homme

P. aeruginosa est une bactérie versatile et ubiquitaire rencontrée dans des milieux trés
variés comme, par exemple, les sols ainsi que les eaux douces, usées et marines (Stover ef al.,
2000). Elle est également capable d’infecter un large spectre d’hdtes tels que les insectes
(Drosophila melanogaster), les mammiféres (Mus musculus), les protozoaires (Dictyostelium
discoideum), les nématodes (Caenorhabditis elegans) et les plantes (Arabidopsis thaliana).
Chez ’'Homme, P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste puisqu’elle peut interagir avec
un hdte, soit comme commensal a la surface de la peau et des muqueuses chez les sujets sains,
soit comme pathogéne chez les sujets aux défenses immunitaires altérées tels que les
individus immunodéprimés (Coéterton, 2001, Lyczak et al., 2000). Elle constitue une des
causes majeures de morbidité et de mortalité chez les patients atteints de fibrose kystique
(Govan et al., 1996), et elle est, par ailleurs, fréquemment impliquée dans les infections
nosocomiales en raison, notamment, de sa résistance naturelle & de nombreux antiseptiques et

antibiotiques (Emerson et al., 2002).

1.2.2. La pathogénicité de P. aeruginosa est multifactorielle

La pathogénicité de P. aeruginosa est attribuée a de multiples facteurs de virulence
cellulaires et extracellulaires qui lui permettent de survivre dans des environnements variés et
de coloniser divers types d’hdtes (de Kievit et al., 2000, Van Delden et.al., 1998). Ces
facteurs de virulence sont impliqués dans les différentes étapes de I’infection de I’héte : ils
interviennent dans I’attachement de la bactérie ou dans la multiplication et dans I’invasion de

I’héte (Fig. 1.9).
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Figure 1.9. Principaux facteurs de virulence cellulaires et extracellulaires de P. aeruginosa.

Les facteurs de virulence cellulaires incluent, notamment, le flagelle, les pili de type 1V, les pili de type fimbriae,
les adhésines, le lipopolysaccharide (LPS) et les exopolysaccharides (EPS). Ils interviennent principalement dans
la mobilité et dans 1’adhésion de la bactérie. Les facteurs de virulence extracellulaires incluent, notamment, des
toxines telles que l’exotoxine A (ExoA), des exoenzymes (ExoS, ExoT, ExoU et ExoY). des enzymes
protéolytiques telles que la protéase staphylolytique LasA, 1’élastase LasB, la protéase I'V et la protéase alcaline,
des enzymes lipolytiques telles que la lipase LipA, I’estérase EstA et les phospholipases C (PIcN, PlcB et PlcH),
des hémolysines telles que les rhamnolipides, le cyanure d hydrogéne, des sidérophores tels que la pyoverdine et
la pyochéline et des phénazines telles que la pyocyanine. Ils sont principalement impliqués dans la dissémination
de la bactérie et dans la perturbation ou la destruction des défenses de 1’hdte. D*apres Van Delden et al. (1998).

La pathogénicité de P. aeruginosa repose non seulement sur la multiplicité des
facteurs de virulence qu’elle posséde mais également sur la coordination trés stricte de
I’expression des différents génes de virulence au cours du processus infectieux. De nombreux
mécanismes de régulation de ’expression génique ont été décrits chez P. aeruginosa,
toutefois, il apparait que le quorum sensing intervient principalement dans la modulation de
I’expression des geénes de virulence de cette bactérie (Antunes ef al., 2010, Le Berre ef al.,

2006, Ruimy et al., 2004, Smith et al., 2003).
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1.2.3. Le quorum sensing joue un réle déterminant dans la pathogénicité de P.

aeruginosa

Chez P. aeruginosa, I’expression de la majorité des genes de virulence est modulée, en
fonction de la densité cellulaire, via le quorum sensing (Cao et al., 2001, Jander et al., 2000,
Mahajan-Miklos et al, 1999, Rahme et al., 1997, Tan et al., 1999). Ce mécanisme de
régulation globale de I’expression génique coordonne, de maniére trés stricte, la synthése
et/ou la sécrétion des différents facteurs de virulence selon le stade de la croissance
bactérienne (phase de latence, phase exponentielle ou phase stationnaire), le mode de
développement (planctonique ou biofilm) et les conditions environnementales. Le guorum
sensing assure, ainsi, la régulation spatio-temporelle de I’expression des génes de virulence de
P. aeruginosa au cours du processus infectieux. La mise en place séquentielle des différents
facteurs de virulence qui en résulte est essentielle a une infection optimale et adéquate de

I’hdte (Fig. 1.10).

Processus infectieux

Facteurs de virulence cellulaires extracellulaires

A

P Croissance bactérienne

i . g > <

Phase de latence  Phase exponentielle Phase stationnaire

Figure 1.10. Mise en place séquentielle des différents facteurs de virulence de P. aeruginosa au cours du
processus infectieux.

Les facteurs de virulence cellulaires qui sont impliqués dans 1’attachement de la bactérie interviennent dans les
étapes précoces de I'infection de I’hdte. A I'inverse, les facteurs de virulence extracellulaires qui sont impliqués
dans la multiplication et dans I’invasion de 1’héte interviennent dans les étapes tardives du processus infectieux.
D’aprés Lautier et al. (2005).
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De nombreux systémes de communication intercellulaire ont été caractérisés chez P.
aeruginosa. Parmi eux figurent notamment les systémes de quorum sensing las, rhl et pgs
(Diggle et al., 2006a, Dubern et al., 2008, Jimenez et al., 2012, Le Berre ef al., 2006, Ruimy
et al., 2004). Ces systemes de régulation impliquent des auto-inducteurs différents : les
systémes /as et rhl utilisent des auto-inducteurs appartenant a la famille des AHL, alors que le

systéme pgs emploie des auto-inducteurs qui appartiennent a la famille des 4-hydroxy-2-
alkylquinolines (HAQ).

1.2.3.1. Les AHL sont les auto-inducteurs des systémes las et rhl

Les systemes las et rhl interviennent dans la modulation de I’expression de 6 a 11%
des genes de P. aeruginosa (Hentzer et al., 2003, Schuster ef al., 2003, Wagner et al., 2003,
Whiteley et al., 1999) qui incluent de nombreux genes de virulence cellulaires et surtout

extracellulaires (Fig. 1.11).
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Figure 1.11. Exemples de génes de virulence contrdlés par les systémes las et/ou rhl.
D’aprés Ruimy et al. (2004).

Les systémes las et rhl jouent un réle clé dans I’optimisation de I’expression de ces
genes de virulence puisque I’absence du systéme /as et/ou du systéme A/ se traduit par une
forte altération de la synthése et/ou de la sécrétion des facteurs de virulence et résulte en une

réduction drastique du pouvoir pathogene de P. aeruginosa (Lesprit et al., 2003, Pearson et
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al., 2000, Rumbaugh et al., 1999, Smith et al., 2002, Tan ef al., 1999, Tang et al., 1996, Wu
etal., 2001).

1.2.3.1.1. Le systéme las

Le systéme las est composé de la synthase LasI, qui synthétise de la 30C,-HSL (cf. la
Figure 1.4 présentée a la section 1.1.3.1), et du régulateur transcriptionnel LasR. Ce
régulateur transcriptionnel, en association avec la 30C;,-HSL, module I’expression de
nombreux génes de virulence tels que les génes lasA et lasB, codant respectivement la
protéase staphylolytique LasA et 1’élastase LasB (Gambello et al., 1991, Gambello et al.,
1993, Passador et al., 1993, Pearson et al., 1997, Toder et al., 1991) (cf. la Figure 1.11
présentée a la section 1.2.3.1). Outre les génes de virulence, le complexe LasR/30C;,-HSL
contréle positivement et directement 1’expression du géne lasl, qui code la synthase Lasl,
créant, ainsi, une boucle de rétroaction positive du systéme las (Seed et al., 1995). Par
ailleurs, I’expression du géne las/ est contrélée négativement et indirectement via le complexe
LasR/30C,-HSL par I’intermédiaire de la protéine Rsal. responsable d’une boucle de
rétroaction négative du systéme las (Fig. 1.12). La protéine RsaL. joue un rdle crucial dans la
pathogénicité de P. aeruginosa (de Kievit et al., 1999, Rampioni et al., 2006, Rampioni etal.,
2007a, Rampioni et al., 2007b, Rampioni et al., 2009, Venturi et al., 2011). Cette protéine
réprime, directement ou bien indirectement, la synthése et/ou la sécrétion de nombreux
facteurs de virulence comme, par exemple, la pyocyanine, les rhamnolipides et le cyanure
d’hydrogéne nécessaires a 1’établissement d’une infection aigué telle que chez les individus
immunodéprimés (Furukawa et al., 2006, Smith et al., 2003). En outre, la protéine RsalL.
stimule le développement du biofilm favorisant 1’établissement d’une infection chronique
telle que chez les patients atteints de fibrose kystique (Furukawa et al., 2006, Singh et al.,
2000).
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Figure 1.12. La protéine RsaL est un répresseur du systéme /as.

Le complexe LasR/30C,,-HSL stimule directement I’expression du géne /asl/, qui code la synthase Lasl
responsable de la biosynthese de la 30C,,-HSL, induisant, de ce fait, une boucle de rétroaction positive du
systeéme /as. Par ailleurs, le complexe LasR/30C,,-HSL active la transcription du géne rsaL, codant la protéine
Rsal, et cette protéine inhibe la transcription du géne /as/ assurant, en conséquence, une production
homéostatique de la 30C,,-HSL. En outre, I’expression du géne rsal est auto-régulée négativement. Ainsi, le
complexe LasR/30C,,-HSL réprime indirectement 1’expression du gene /as/ par I’intermédiaire de la protéine
RsalL, résultant en une boucle de rétroaction négative du systéme /as. D’aprés Venturi ez al. (2011).
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D’autres espéces bactériennes du genre Pseudomonas possédent également un
homologue du gene rsal comme, par exemple, les bactéries Pseudomonas fuscovaginae et
Pseudomonas putida chez lesquelles la protéine RsalL constitue pareillement un répresseur du
quorum sensing (Bertani ef al., 2004, Dubern et al., 2006, Mattiuzzo et al., 2011, Rampioni et
al., 2012, Steidle et al., 2002, Venturi et al., 2011) (cf. la Figure 1.20 présentée a la section
1.3.2.2.2). '

1.2.3.1.2. Le systéme rhl

Le systéme Al est composé de la synthase Rhll, qui synthétise de la C4-HSL (cf. la
Figure 1.4 présentée a la section 1.1.3.1), et du régulateur transcriptionnel RhIR. Ce
régulateur transcriptionnel, en association ou non avec la C4-HSL, module I’expression de
nombreux génes de virulence parmi lesquels figurent, notamment, les opérons
phzAIBICIDIEIFIGI et phzA2B2C2D2E2F2G2, qui codent les enzymes nécessaires a la
production des phénazines, ainsi que 1’opéron rilAB, codant les enzymes nécessaires a la
biosynthése des rhamnolipides (Brint et al., 1995, Latifi et al., 1996, Latifi et al., 1995,
Medina et al., 2003b, Ochsner et al., 1995, Pearson et al., 1995, Pessi et al., 2000, Winson et
al., 1995) (cf. la Figure 1.11 présentée 3 la section 1.2.3.1). Par ailleurs, le régulateur
transcriptionnel RhIR stimule, en présence de C4-HSL, I’expression du géne rAll, qui code la
synthase Rhll, induisant, en conséquence, une boucle de rétroaction positive du systéme »hl
{(Latifi et al., 1995, Ochsner et al., 1994) et réprime, en absence de C4-HSL, ’expression du
géne rhIR, codant le régulateur transcriptionnel RhIR, résultant en une boucle de rétroaction

négative du systéme rh/ (Medina et al., 2003a).

1.2.3.1.3. Les systémes las et rhl sont interdépendants

L’expression des génes rhll et rhiR est activée via le complexe LasR/30C;,-HSL
induisant une expression successive des systémes las et rhl (Gilbert et al., 2009, Latifi et al.,
1996, Pesci et al., 1997) et la 30C1,-HSL est capable de dissocier les homodiméres de RhiR
 (Ventre et al., 2003) (Fig. 1.13). De plus, le complexe RhIR/C4-HSL stimule la transcription
du geéne lasI (Dekimpe et al., 2009) et la C4-HSL est capable, dans une moindre mesure,

d’induire la formation des homodimeéres de LasR (Pearson et al., 1997) (Fig. 1.13).
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Figure 1.13. Interactions entre les systémes las et rhl chez P. aeruginosa.
D’aprés Dekimpe et al. (2009).

1.2.3.1.4. Les régulateurs transcriptionnels de type LuxR orphelins QscR et VqsR

D’autres régulateurs transcriptionnels de type LuxR ont été identifiés chez P.

aeruginosa parmi lesquels figurent, en particulier, les régulateurs transcriptionnels orphelins

20



QscR (quorum sensing control repressor) et VqsR (virulence and quorum sensing regulator),
qui sont essentiels a la pathogénicité de P. aeruginosa (Juhas et al., 2005, Le Berre et al.,
2006, Patankar et al., 2009, Venturi, 2006). Ces régulateurs transcriptionnels ne sont pas, a
proprement parler, constitutifs d’un systéme de quorum sensing et ne possédent pas d’auto-
inducteur propre. Toutefois, le régulateur transcriptionnel QscR est capable ‘d’interagir avec la
30C1,-HSL et active, entre autres, I’expression du geéne gscR (Ha et al., 2012, Ledgham et al.,
2003). Le régulateur transcriptionnel QscR inhibe également les systémes las et rhl en
formant des hétérodiméres respectivement avec les régulateurs transcriptionnels LasR et RhiIR
empéchant, ainsi, 1’activation de 1’expression des génes contrdlés par les complexes
LasR/30C;,-HSL et RhIR/C4-HSL (Chugani et al., 2001, Ledgham et al., 2003, Lequette et
al., 2006). Le régulateur transcriptionnel VgsR, en revanche, n’interagit pas avec la 30C;-
HSL et réprime directement 1’expression du géne gscR, codant le régulateur transcriptionnel
QscR, stimulant, de ce fait, indirectement I’expression des génes sous le contrble des
systémes las et rhl (Juhas et al., 2004, Liang et al., 2012). Par ailleurs, I’expression du géne
vgsR, qui code le régulateur transcriptionnel VgsR, est activée directement par le complexe
LasR/30C;,-HSL (Li et al., 2007). In fine, les régulateurs transcriptionnels orphelins QscR et
VgsR contribuent a I’expression successive des systémes las et vkl chez P. aeruginosa (Juhas

et al., 2005, Le Berre et al., 2006, Patankar et al., 2009, Venturi, 2006).

1.2.3.2. Le systéme pgs emploie des auto-inducteurs de la famille des HAQ
1.2.3.2.1. Le HHQ et le PQS sont les principaux auto-inducteurs du systéme pgs

Le éystéme pgs utilise des auto-inducteurs appartenant a la famille des HAQ (Fig.
1.14). P. aeruginosa synthétise une cinquantaine de HAQ (Déziel et al., 2004, Lépine et al.,
2003, Lépine et al., 2004). Néanmoins, le 4-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ) et le 3,4-
dihydroxy-2-heptylquinoline, appelé Pseudomonas quinolone signal (PQS), coﬁstituent les
principaux auto-inducteurs du systéme pgs (Déziel et al., 2004, Pesci et al., 1999, Xiao et al.,
2006a).
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Figure 1.14. Structure chimique des HAQ.

Les HAQ présentent des analogies de structure avec les antibiotiques de la famille des quinolones (Heeb et al.,
2011). Elles se distinguent généralement par la longueur et/ou I’insaturation, en position 1°, de la chaine alkyle
qui les compose. Citons, par exemple, le HHQ et le 4-hydroxy-2-nonylquinoline (HNQ). Ces HAQ peuvent
également é&tre hydroxylées comme, par exemple, le PQS ou N-oxydées a I’image du 4-hydroxy-2-
heptylquinoline N-oxyde (HQNO). D’aprés Déziel et al. (2004).

Outre leur role dans la communication intercellulaire chez P. aeruginosa, de
nombreuses fonctions additionnelles ont été attribuées aux HAQ (Heeb et al., 2011). Elles
sont reconnues, notamment, pour leurs propriétés antimicrobiennes (Déziel ez al., 2004), de
méme que pour leur propriétés anti-respiratoires (Fugere et al., 2014, Hoffman et al., 2006,
Mitchell et al., 2010). Ces propriétés peuvent fournir un avantage compétitif vis-a-vis
d’espéces bactériennes, telles que la bactérie & Gram positif S. aureus, qui colonisent une

méme niche écologique comme, par exemple, les poumons de patients atteints de fibrose
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kystique ol I’on retrouve fréquemment P. aeruginosa. Les HAQ possédent également des
activités immunomodulatrices qui leur permettent d’interférer avec les réponses du systéme
immunitaire de I’'Homme (Hooi ef al., 2004, Kim et al., 2010, Skindersoe et al., 2009). Toutes
ces fonctions sont nécessaires a 1’établissement d’une infection optimale et adéquate et

conferent au systéme pgs un rdle essentiel au cours du processus infectieux.

1.2.3.2.2. Les HAQ dérivent de I’acide anthranilique

L’acide anthranilique constitue le précurseur des différentes HAQ produites par P.
aeruginosa (Calfee et al., 2001, Cao et al., 2001, Déziel et al., 2004, Gallagher et al., 2002).
L’acide anthranilique est synthétisé, soit a partir de 1’acide chorismique via les voies
métaboliques des anthranilate synthases PhnAB et TrpEG, soit & partir du tryptophane viag la
voie métabolique de la kynurénine KynABU (Essar et al., 1990a, Essar et al., 1990b, Farrow
et al., 2007, Kurnasov et al., 2003, Palmer et al., 2013) (Fig. 1.15).
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Figure 1.15. Les différentes voies de biosynthése de I’acide anthranilique chez P. aeruginosa.
Les genes phnAd et phnB codent respectivement les sous-unités o et § de I’anthranilate synthase PhnAB constitutive de la voie métabolique PhnAB responsable de la

biosynthése de 1’acide anthranilique, a partir de I’acide chorismique, nécessaire a la production des diverses HAQ retrouvées chez P. aeruginosa. Les genes trpE et trpG
codent respectivement les sous-unités o et f de I’anthranilate synthase TrpEG constitutive de la voie métabolique TrpEG qui intervient aussi, a partir de I’acide chorismique,
dans la biosynthese de 1'acide anthranilique. L’acide anthranilique provenant de la voie métabolique TrpEG constitue également un intermédiaire de la production du
tryptophane. Les genes kynd, kynB et kynU codent respectivement la tryptophane 2,3-dioxygénase KynA, la kynurénine formamidase KynB et la kynuréninase KynU de la
voie métabolique KynABU impliquée dans la dégradation du tryptophane en acide anthranilique. D’aprés Heeb et al. (2011).
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1.2.3.2.3. L’opéron pgsABCDE code les principales enzymes nécessaires a la biosynthése

des différentes HAQ identifiées chez P. aeruginosa

Une mutagénése transpositionnelle aléatoire du génome de P. aeruginosa PAO1 a
permis d’identifier les génes codant les principales enzymes impliquées dans la biosynthése
des HAQ (Gallagher et al., 2002). Parmi ces génes figurent notamment les génes pgsA4, pgsB,
pgsC, pgsD et pqsE qui sont regroupés au sein d’un opéron, appelé pgsABCDE (Gallagher et
‘al., 2002, McGrath et al., 2004). D’autres geénes, localisés ailleurs sur le génome de P.
aeruginosa PAO1, codent des enzymes qui interviennent également dans la production des
HAQ. Ces genes ‘incluent, en particulier, les génes pgsH et pgsL (D'Argenio et al., 2002,
Déziel et al., 2004, Gallagher ef al., 2002, Lépine et al., 2004). Tous ces génes participent a la
Biosynthése des différentes HAQ spécifiques de P. aeruginosa, a partir de D’acide
anthranilique (Fig. 1.16).
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Figure 1.16. Modéle hypothétique de la voie de biosynthése du HHQ, du PQS et du HQNO a partir de
Pacide anthranilique.

Chez P. aeruginosa, les enzymes PqsA, PgsD et PgsE catalysent la production des différents intermédiaires de la
voie de biosynthése des HAQ telles que le HHQ, le PQS et le HQNO, qui sont synthétisées a partir de 1’acide
anthranilique. L’activation de l’acide anthranilique en anthraniloyl-CoA est catalysée par 1’anthranilate
coenzyme A ligase PgsA (Coleman et al., 2008). PgsD intervient dans la production du 2-aminobenzoylacétyl-
CoA (2-ABA-CoA) issu de la condensation de 1’anthraniloyl-CoA et d’une molécule de malonyl-CoA, un
intermédiaire de la biosynthése des acides gras (Zhang et al., 2008). PgsE agit comme une thioestérase et
catalyse la conversion du 2-ABA-CoA en 2-aminobenzoylacétate (2-ABA) via une réaction d’hydrolyse (Drees
et al., 2015). Les enzymes PgsB et PqsC assurent la production du HHQ & partir de la condensation du 2-ABA .
avec une molécule d’octanoyl-CoA, un intermédiaire de la B-oxydation (Dulcey et al., 2013). Le PQS est issu de
I’hydroxylation du HHQ qui est catalysée par la mono-oxygénase FAD-dépendante PqsH (Déziel et al., 2004,
Gallagher et al., 2002). PgsL, une mono-oxygénase FAD-dépendante, synthétise les HAQ N-oxydes, telles que
le HQNO (D'Argenio et al., 2002, Lépine et al., 2004). D*apres Drees et al. (2015).

Les protéines PgsA, PqsB, PgsC et PgsD sont essentielles a la biosynthése des HAQ

puisque I’inactivation des génes pgs4, pgsB, pqsC ou pgsD se traduit par une suppression de
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la production du HHQ et du PQS (Déziel et al., 2004, Gallagher ef al., 2002). L’absence de la
protéine PqgsE, en revanche, n’affecte la production ni du HHQ ni dﬁ PQS et n’est donc
vraisemblablement pas indispensable a la biosynthése des HAQ (Déziel et al., 2005, Drees et
al., 2015, Farrow et al., 2008, Gallagher et al., 2002, Hazan ef al., 2010). L’hypothése est que
des thioestérases alternatives interviennent dans la production du HHQ et du PQS pour
compenser ’absence de PqsE (Drees et al., 2015). Toutefois, la surexpression du géne pgsE
résulte en une boucle de rétroaction négative du systéme pgs éaractérisée par une forte baisse
de la biosynthése des HAQ, de méme qu’une diminution importante de la transcription de
I’opéron pgsABCDE via un mécanisme de régulation indéterminé (Folch et al., 2013, Hazan

etal., 2010, Rampioni et al., 2016, Rampioni et al., 2010).

1.2.3.2.4. Le régulateur transcriptionnel MvfR contrfle positivement et directement

I’expression de I’opéron pgsABCDE en association avec le HHQ ou le PQS

L’expression de 1’opéron pgsABCDE, ainsi que la biosynthése des HAQ, sont

 essentiellement sous le contrdle d’un régulateur transcriptionﬁel de type LysR, appelé Mv{R
(multiple virulence factor regulator) (Cao et al., 2001, Déziel et al., 2005, Déziel et al., 2004,
Gallagher et al., 2002, McGrath et al., 2004, Wade et al., 2005). L’inactivation du géne mvfR

-(pgsR), codant le régulateur transcriptionnel MvfR (PqsR), et localisé & proximité des génes
Ppqsd, pgsB, pqsC, pgsD et pgsE, se manifeste par une réduction drastique de la transcription
de ’opéron pgsABCDE corrélée a une abolition de la production des HAQ (Fig. 1.17).
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Figure 1.17. Le régulateur transcriptionnel MvfR contrdle positivement et directement I’expression de I’opéron pgsABCDE en association avec le HHQ ou le PQS.
D’apres Xiao et al. (2006b).




Mv1R est constitué de deux domaines fonctionnellement différents : un domaine N-
terminal responsable de la liaison 3 ’ADN contenant un motif protéique hélice-tour-hélice
(HTH) de fixation & ’ADN et un domaine C-terminal impliqué dans la liaison aux HAQ
(Maddocks et al., 2008). Les HAQ, et plus particuliérement le HHQ et le PQS, interagissent
de maniére spécifique avec MvfR (Fig. 1.17). Cette interaction provoque un changement
conformationnel optimisant, de ce fait, I’affinité de MvfR a 1’égard de la région promotrice de
Popéron pgsABCDE au niveau d’une séqueﬁce d’ADN présentant une symétrie dyadique,
appelée boite LysR (Diggle et al., 2007, Fletcher et al., 2007, Ilangovan et al., 2013,
Rampioni ef al., 2016, Wade et al., 2005, Xiao et al., 2006a, Xiao et al., 2006b). Cette boite,
constituée d’une dizaine de paires de bases, est située a une quarantaine de paires de bases en
amont du site d’initiation de la transcription de I’opéron pgsABCDE (Xiao et al., 2006b). Le
HHQ et le PQS agissent donc tels des co-inducteurs de Mv{R, engendrant, en conséquence,
une boucle de rétroaction positive du systéme pgs (Fig. 1.17). Par ailleurs, MvfR, en
association avec le HHQ ou le PQS, contr6le positivement et directement 1’expression de
Topéron phnAB codant 1’anthranilate synthase PhnAB qui intervient dans la production de
I’acide anthranilique nécessaire a la biosynthése de toutes les HAQ identifiées chez P.
aeruginosa (Cao et al., 2001, Déziel et al., 2005, Gallagher et al., 2002).

1.2.3.2.5. L’expression des génes de virulence cibles du systéme pgs est sous le contréle de

la protéine PqsE

Le systéme pgs joue un rdle crucial dans la pathogénicité de P. aeruginosa. A titre
d’exemple, le HHQ et le PQS sont communément détectés dans les poumons de patients
atteints de fibrose kystique chez lesquels P. aeruginosa est responsable d’infections
chroniques ou bien parmi les individus immunodéprimés tels que les grands briilés chez
lesquels P. aeruginosa provoque des infections aigués témoignant de 1’implication de ces
auto-inducteurs dans la virulence bactérienne (Collier et al., 2002, Machan et al., 1992,
Murray et al., 2007). En outre, de nombreux modéles d’infection ont permis de démontrer
expérimentalement I’importance du systéme pgs dans la pathogénicité de P. aeruginosa
(Calfee et al., 2001, Déziel et al., 2005, Gallagher et al., 2002, Hazan et al., 2010, Rampioni
et al., 2010, Xiao et al., 2006a).

Le systétme pgs contrble D’expression d’une large gamme de génes de virulence
y pgq p ge g g

comme, par exemple, les opérons phzAIBICIDIEIFI1G1, phzA2B2C2D2E2F2G2, rhiAB et
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hcnABC, qui codent respectivement les enzymes nécessaires a la biosynthése des phénazines,
des rhamnolipides et du cyanure d’hydrogéne ou encore les génes lecA et lecB, codant
respectivement les lectines LecA et LecB impliquées dans la formation du biofilm chez P.
aeruginosa et donc essentielles a 1’établissement des interactions hote-pathogéne (Cao et al.,
2001, Déziel et al., 2005, Diggle et al., 2003, Gallagher et al., 2002). La protéine PqsE est
considérée comme ’effecteur du systéme pgs et contrdle la synthése et/ou la sécrétion de
I’ensemble des facteurs de virulence cibles du systéme pgs via un mécanisme de modulation
encore inconnu (Farrow et al., 2008, Folch et al., 2013, Guo et al., 2014, Haussler et al.,

2008, Hazan et al., 2010, Rampioni et al., 2016, Rampioni et al., 2010).

1.2.3.3. Les systémes las, rhl et pgs de P. aeruginosa agissent de facon concertée via un

réseau de régulation hiérarchisé

Les systemes las, rhl et pgs coopérent de manieére dynamique et interviennent
successivement dans la régulation de I’expression des génes de virulence cellulaires et
extracellulaires de P. aeruginosa qui sont, ainsi, exprimés différentiellement au cours des
étapes précoces et tardives du processus infectieux (Juhas et al., 2005, Le Berre et al., 2006,
Venturi, 2006). Les systémes las et rhl agissent directement sur 1’expression de 1’opéron
pgsABCDE et indirectement via le régulateur transcriptionnel MvfR (Brouwer ef al., 2014,
Gilbert et al., 2009, McGrath et al., 2004, McKnight et al., 2000, Wade et al., 2005, Wurtzel
et al., 2012, Xiao et al., 2006b). L’expression du géne pgsH, qui code la mono-oxygénase
FAD-dépendante PqsH responsable de la conversion du HHQ en PQS chez P. aeruginosa (cf.
la Figure 1.16 présentée a la section 1.2.3.2.3), est également sous le contrdle des régulateurs
transcriptionnels LasR et RhIR assurant une production successive de ces auto-inducteurs
(Dekimpe et al., 2009, Déziel et al., 2004, Diggle et al., 2003, Gallagher et al., 2002, Lépine
et al., 2003). En revanche, ni la biosynthése des AHL produites via les synthases LasI et RhlI,
ni ’expression des génes lasl et rhll ne sont sous le contrble du systéme pgs (Déziel et al.,
2005).

A Pheure actuelle, les systémes las, rhl et pgs figurent parmi les systémes de
communication intercellulaire les mieux compris et les plus étudiés (Diggle e al., 2006a,
Dubern et al., 2008, Jimenez et al., 2012, Le Berre et al., 2006, Ruimy et al., 2004). Pour
cette raison, la bactérie P. aeruginosa constitue un modéle de référence pour I’analyse de

réseaux de régulation complexes chez d’autres espéces bactériennes.
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1.3. La communication intercellulaire chez les espéces bactériennes

appartenant au genre Burkholderia

1.3.1. Le genre Burkholderia

Le genre  Burkholderia
englobe des especes bactériennes
écologiquement, métaboliquement et
morphologiquement diversifiées qui
colonisent une large  gamme
d’habitats incluant les sols, les eaux,
les insectes, les plantes ou encore les
animaux (Coenye et al., 2003,
Compant et al., 2008, Depoorter et
al., 2016, Eberl et al., 2016, Vial et
al., 2007, Yabuuchi et al., 1992) (Fig.
1.18). Il existe des bactéries non
pathogenes parmi lesquelles figurent
notamment les membres du groupe
Pbe (plant-associated beneficial and
environmental), des agents

zoopathogenes tels que les membres

du complexe Bcc (Burkholderia

cepacia complex) et les membres du
groupe Bptm (Burkholderia
pseudomallei-thailandensis-mallei)
ainsi que des agents phytopathogenes
comme, par exemple, les especes
bactériennes Burkholderia plantarii,
Burkholderia andropogonis et
Burkholderia caryophylli (Eberl et
al., 2016) (Fig. 1.18).
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Figure 1.18. Arbre phylogénétique basé sur PARNr 16S démontrant la diversité des espéces bactériennes

qui appartiennent au genre Burkholderia.
D’apres Eberl et al. (2016).




1.3.2. Les especes bactériennes du genre Burkholderia possédent de multiples

systémes de quorum sensing qui utilisent des auto-inducteurs appartenant a la
famille des AHL

1.3.2.1. Le quorum sensing au sein des membres du groupe Phe

Les bactéries constitutives du groupe Pbe sont essentiellement i'solé’es de
I’environnement. Elles sont notamment présentes dans les sols ou elles interviennent dans la
dégradation de composés récalcitrants (les polychlorebiphényles [PCB], les trichloroéthylénes
[TCE], les hydrocarbures aromatiques polycycliques [HAP] etc.) et, en particuiier, au niveau
de la rhizosphére des plantes (Coenye et al., 2004, Eberl et al., 2016, Goris et al., 2004,
Perez-Pantoja et al., 2013, Suarez-Moreno et al., 2012, Vanlaere et al., 2008). Certaines
d’entre elles sont, par ailleurs, capables d’induire la formation de nodules chez les
légumineuses, de produire des molécules antifongiques, de fixer ’azote atmosphérique et de
promouvoir la croissance des plantes (Caballero-Mellado et al., 2004, Caballero-Mellado et
al., 2007, Eberl et al., 2016, Onofre-Lemus et al., 2009, Reis et al., 2004, Suarez-Moreno et
al., 2012, Vandamme et al., 2007). Par conséquent, la compréhension des mécanismes de
régulation sous-jacents constitue un enjeu majeur pouvant aboutir & des applications
biotechnologiques dans de nombreux domaines tels que le biocontréle, la biofertilisation ou

encore la bioremédiation.

La communication intercellulaire, chez les membres du groupe Pbe, intervient dans de
nombreux processus cellulaires parmi lesquelles figurent la dégradation de composés
aromatiques, la colonisation des plantes, la production d’exopolysaccharides et la formation
du biofilm (Coutinho et al., 2013, Suarez-Moreno et al., 2012, Suarez-Moreno et al., 2010).
Les membres du groupe Pbe, a ’image de la bactérie Burkholderia kururiensis (cf. 1a Figure
1.18 présentée a la section 1.3.1), disposent globalement d’un unique systéme de quorum
sensing : le systtme Bral/BraR. Ce systéme de régulation est homologue au systéme
LuxI/LuxR et emploie, de ce fait, des auto-inducteurs appartenant & la famille des AHL.
D’autre part, certains membres du groupe Pbe tels que les especes bactériennes Burkholderia
xenovorans, Burkholderia graminis ou encore Burkholderia phytofirmans contiennent un
systéme de quorum sensing supplémentaire (Suarez-Moreno et al., 2012, Suarez-Moreno et
al., 2010). Les membres du groupe Pbe possédent aussi des régulateurs transcriptionnels de

type LuxR orphelins qui ne sont pas, a proprement parler, constitutifs d’un systéme de
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quorum sensing et, pour cette raison, ne possédent pas d’auto-inducteur propre (Suarez-

Moreno et al., 2012, Suarez-Moreno et al., 2010).

1.3.2.1.1. La 30C;,-HSL est le principal auto-inducteur du systéme de quorum sensing
Bral/BraR chez B. kururiensis

La synthase Bral est responsable de la biosynthése de la 30C;,-HSL chez B.
kururiensis M130 puisque I’inactivation du géne bral résulte en une abolition de la production
de cette AHL (Suarez-Moreno et al., 2008). Bral catalyse la synthése d’autres AHL parmi
lesquelles figurent notamment la 30C¢-HSL, la 30Cs-HSL ainsi que la N-(3-oxo0-décanoyl)-
L-homosérine lactone (30C;o-HSL) (Suarez-Moreno et al., 2008).‘ Le régulateur
transcriptionnel BraR, conjointement avec la 30C,-HSL, contrble positivement et
directement 1’expression du géne bral, créant, ainsi, une boucle de rétroaction positive du
systtme Bral/BraR (Fig. 1.19). En effet, Suarez-Moreno et al. (2008) ont rapporté que
I’inactivation du géne braR provoque une réduction drastique de la biosynthese de la 30C;,-
HSL chez B. kururiensis M130. BraR agit en association avec des AHL additionnelles
comme, par exemple, la N-(3-oxo-tétradécanoyl)-L-homosérine lactone (30Cy4-HSL) et la N-
(3-oxo-hexadécanoyl)-L-homosérine lactone (30C;6-HSL) (Suarez-Moreno et al., 2008,
Suarez-Moreno et al., 2010).

33



Autorégulation positive
de la biosynthése de la
,/ 30C,,-HSL

—sza—— <:bmk —

‘@ La
SISV

30C,,-HSL

(N-(3-oxo-dodécanoyl)-L-homosérine lr;ctone) (0]

+ 30C,,-HSL

Figure 1.19. Mécanisme de régulation hypothétique de la production de la 30C;,-HSL via le systéme
Bral/BraR chez B. kururiensis M130.

La région promotrice du gene bral de B. kururiensis M130 contient une boite /ux putative
(CACCTATCCAGGTAGGTAGGTA) susceptible d’étre reconnue spécifiquement par le régulateur
transcriptionnel BraR (Suarez-Moreno et al., 2010).

1.3.2.1.2. La protéine Rsal est un important répresseur de la biosynthese de la 30C;,-HSL

chez B. kururiensis

Les génes bral et braR sont transcrits dans la méme direction et sont séparés par un
homologue du geéne rsal codant une protéine régulatrice de type Rsal. initialement
caractérisée chez P. aeruginosa (cf. la Figure 1.12 présentée a la section 1.2.3.1.1), et que
I’on retrouve de maniére ubiquitaire parmi les membres du groupe Pbe (Choudhary et al.,
2013, Gelencsér et al., 2012) (Fig. 1.19). Chez B. kururiensis M130, RsalL joue un rdle
essentiel dans la modulation du systéme Bral/BraR puisque 1’absence de cette protéine se
traduit par une surproduction de la 30C;;-HSL (Suarez-Moreno et al., 2008). Les
concentrations de cette AHL sont de 1’ordre du nM dans des cultures de la souche sauvage
tandis qu’elles sont de I’ordre du uM dans des cultures du mutant rsaL- (Suarez-Moreno et
al., 2008). L’hypothése est que Rsal. se comporte comme un interrupteur permettant
d’allumer ou bien d’éteindre instantanément le systéeme Bral/BraR lorsque les conditions
environnementales ’exigent (Suarez-Moreno et al., 2008). Par ailleurs, Suarez-Moreno ef al.
(2008) ont démontré que le complexe BraR/30C,-HSL contrdle positivement et directement
la transcription du géne rsal possiblement responsable d’une boucle de rétroaction négative

du systéme Bral/BraR (Fig. 1.19).
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1.3.2.2. Le quorum sensing au sein des membres du complexe Bcc

Les bactéries appartenant au complexe Bcc sont rencontrées dans des milieux variés
tels les sols et, plus particuliérement, au sein de la rhizosphére des plantes (le riz [Oryza
satival, le mais [Zea mays], le pois [Pisum sativum] etc.) ou elles sont susceptibles, par
exemple, de promouvoir leur croissance et constituent, en conséquence, des candidats
attractifs pour des applications biotechnologiques (Coenye et al., 2003, Eberl et al., 2016,
Vial et al., 2011). Toutefois, elles représentent un probleme en santé publique (Chiarini et al.,
2006). En effet, les bactéries appartenant au complexe Bcc sont des agents pathogeénes
opportunistes responsables d’infections pulmonaires éventuellement mortelles chez les
patients atteints de fibrose kystique ou chez les individus souffrant de la granulomatose
septique chronique (Eberl, 2006b, Eberl et al., 2016, Mahenthiralingam et al, 2005a,
Mabhenthiralingam et al., 2005b, Venturi et al., 2004). De plus, elles sont résistantes a de

nombreux antibiotiques et antiseptiques (Nzula et al., 2002).

La communication intercelluiaire, chez les membres du complexe Bcc, intervient dans
de nombreux processus cellulaires parmi lesquels figurent, en particulier, la pathogénicité
(Aguilar et al., 2003a, Aguilar et al., 2003b, Baldwin et al., 2004, Bernier et al., 2003,
Chapalain et al., 2013, Eberl, 2006b, Huber et al., 2001, Inhiilsen, 2011, Xooi ef al., 2006,
Kothe et al., 2003, Lewenza et al., 1999, Lewenza et al., 2001, Riedel et al., 2003, Sokol et
al., 2003, Sousa et al., 2017, Venturi et al., 2004, Vial et al., 2007, Wopperer et al., 2006). ‘
Les membres du complexe Bcc, a I’image de la bactérie Burkholderia multivorans (cf. la
Figure 1.18 présentée a la section 1.3.1), possédent généralement un unique systéme de
quorum sensing de type LuxI/LuxR utilisant des auto-inducteurs qui appartiennent a la famille
des AHL : le systéme Cepl/CepR. Par ailleurs, certains membres du complexe Bcc comme,
par exemple, les espéces bactériennes B. cenocepacia, Burkholderia vietnamiensis ou encore
Burkholderia ambifaria disposent d’un systéme de quorum sensing supplémentaire (Baldwin
et al., 2004, Chapalain et al., 2017, Conway et al., 2002, Eberl, 2006b, Gotschlich et al.,
2001, Lutter et al., 2001, Malott et al., 2005, Malott et al., 2007, Venturi et al., 2004, Yao et
al., 2002). Les membres du complexe Bcc contiennent également des régulateurs
transcriptionnels orphelins (Inhiilsen, 2011, Malott et al., 2009, O'Grady ef al., 2012).
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1.3.2.2.1. La Cg-HSL est le principal auto-inducteur du systéme Cepl/CepR chez les

bactéries appartenant au complexe Bcc

Le systéme Cepl/CepR est composé de la synthase Cepl, qui catalyse la synthése de la
Cs-HSL, et du régulateur transcriptionnel CepR, qui contrdle positivement et directement
I’expression du géne cepl en association avec la Cg-HSL via une boite /ux putative
(ACCCTGTAAGAGTTACCAGTTA) présente dans la région promotrice de ce geéne, créant,
ainsi, une boucle de rétroaction positive du systétme Cepl/CepR (Aguilar et al., 2003a,
Chambers et al., 2006, Conway et al., 2002, Eberl, 2006b, Gotschlich et al., 2001, Huber et
al., 2001, Lewenza et al., 1999, Lewenza et al., 2001, Lutter et al., 2001, O'Grady et al.,
2009, Venturi et al., 2004, Wei et al., 2011, Weingart et al., 2005) (cf. la Figure 1.22
présentée a la section 1.3.2.2.2). En outre, la transcription du géne cepR est contrdlée
négativement et directement via le complexe CepR/Cs-HSL responsable d’une boucle de
rétroaction négative du systéme Cepl/CepR (Lewenza et al., 2001, Malott et al., 2005, Malott
et al., 2007) (cf. la Figure 1.22 présentée a la section 1.3.2.2.2).

1.3.2.2.2. La protéine RsaM est un important répresseur de la biosynthése de la Cg-HSL

chez les bactéries appartenant au complexe Bcc

Les protéines de type RsaM représentent, & I’instar des protéines de type Rsal, des
inhibiteurs majeurs de la biosynthése des AHL (Mattiuzzo et al., 2011, Venturi et al., 2011)
(Fig. 1.20).
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Figure 1.20. Modéle hypothétique de la régulation de la biosynthése des AHL chez le pathogéne du riz P.
fuscovaginae.

P. fuscovaginae posseéde deux systemes de quorum sensing de type LuxI/LuxR : les systémes PfvI/PfvR et
PfsI/PfsR. Le régulateur transcriptionnel PfvR active directement I’expression du géne pfvl en interagissant avec
la région promotrice de ce gene (Mattiuzzo et al.,, 2011). Cette interaction nécessite des AHL telles que la
30C,,-HSL et la 30C,,-HSL, qui sont produites par I'intermédiaire de la synthase Pfvl. Le systéme PfvI/PfvR
contient également une protéine de type Rsal qui inhibe la transcription du géne pfv/ via un mécanisme de
régulation encore inconnu (Mattiuzzo et al., 2011). Le régulateur transcriptionnel PfsR interagit avec la région
promotrice du geéne pfs/ et stimule directement la transcription de ce géne (Mattiuzzo et al., 2011). Cette
interaction requiert des AHL comme, par exemple, la N-(décanoyl)-L-homosérine lactone (C;,-HSL) et la N-
(dodécanoyl)-L-homosérine lactone (C,-HSL), qui sont synthétisées par I’'intermédiaire de la synthase Pfsl. Le
systeme PfsI/PfsR contient également une protéine de type RsaM qui réprime I’expression des génes pfs/ et pfvl
via un mécanisme de modulation indéterminé (Mattiuzzo et al., 2011). D’aprés Venturi ef al. (2011).

D’autre part, une analyse transcriptomique comparative de la souche sauvage et d’un
mutant rsaM- de P. fuscovaginae UPB0736 a permis de mettre en exergue que la protéine
RsaM constitue un régulateur global de I’expression génique (Uzelac et al., 2017). 1l apparait
que cette protéine affecte la transcription d’une large variété de geénes parmi lesquels figurent,

entre autres, des genes cibles du quorum sensing (Fig. 1.21).
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Figure 1.21. Diagramme de Venn représentant la proportion de génes dont la transcription est activée
et/ou inhibée par la protéine RsaM ainsi que la proportion de génes dont I’expression est stimulée et/ou
réprimée par les systémes PfvI/PfvR et PfsI/PfsR chez P. fuscovaginae UPB0736.

D’aprés Uzelac et al. (2017).

Chez les especes bactériennes du genre Burkholderia, les protéines de type RsaM ont
¢été notamment décrites pour leur role dans la régulation de processus cellulaires sous le
contrdle du quorum sensing (Chen et al., 2012). Chez B. cenocepacia H111, RsaM est un
important répresseur de la biosynthése de la Cg-HSL (Inhiilsen, 2011). Toutefois, le
mécanisme de régulation sous-jacent est encore inconnu (Fig. 1.22). Selon les travaux
préliminaire de Inhiilsen (2011), RsaM stimule la transcription des génes cepl et cepR, de
méme que I’expression du gene cepR2, codant le régulateur transcriptionnel de type LuxR
orphelin CepR2. En outre, des recherches bioinformatiques indiquent que la séquence en
acides aminés de RsaM ne présente aucune homologie significative avec des protéines
fonctionnellement caractérisées et suggérent, donc, que cette protéine appartient a une
nouvelle classe de régulateurs transcriptionnels (Michalska et al., 2014). Notons, également,
que la transcription du géne rsaM est contr6lée via le quorum sensing chez B. cenocepacia
K56-2 (O'Grady et al., 2009, Wei et al., 2011). En effet, le complexe CepR/Cg-HSL active
directement I’expression du géne rsaM par l’intermédiaire d’une boite /ux putative
(ACGCTGTCATACTTGTCAGGTT) présente dans la région promotrice de ce geéne (Fig.
1.22).
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Figure 1.22. Mécanisme de régulation hypothétique de la production de la Cg-HSL via le systéme
Cepl/CepR chez les bactéries appartenant au complexe Bcc.

Les geénes cepl et cepR sont transcrits dans la méme direction et sont séparés par un homologue du geéne rsaM
codant une protéine régulatrice de type RsaM initialement caractérisée chez P. fuscovaginae (Mattiuzzo et al.,
2011, Uzelac et al., 2017, Venturi et al., 2011), et que I’on retrouve de maniére ubiquitaire parmi les membres
du complexe Bce (Choudhary et al., 2013, Gelencsér et al., 2012).

1.3.2.3. Le quorum sensing au sein des membres du groupe Bptmn

1.3.2.3.1. Les membres du groupe Bptm sont génétiquement, physiologiquement et

biochimiquement similaires mais présentent des modes de vie divergents

Le groupe Bptm est composé des espéces bactériennes pathogenes Burkholderia
pseudomallei et Burkholderia mallei ainsi que de la bactérie non pathogéne Burkholderia

thailandensis (Majerczyk et al., 2013a).

1.3.2.3.1.1. Les génomes de B. thailandensis, de B. pseudomallei et de B. mallei sont

hautement conservés

B. thailandensis et B. pseudomallei dérivent d’un ancétre commun (Ong et al., 2004).
Leurs génomes sont hautement conservés (Yu et al, 2006). Elles possedent
approximativement 85% de génes communs (Yu ef al., 2006). Les quelques genes spécifiques
qu’elles possédent sont présents dans des ilots génomiques ou dans des séquences codantes

homologues qui contiennent des répétitions de séquences simples entrainant la formation de
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pseudogénes (Holden ef al., 2004, Yu et al., 2006). Les autres différences génomiques
incluent ’acquisition de déterminants de virulence chez B. pseudomallei, 4 inversions
génomiques & grande échelle, ainsi que des facteurs conférant des capacités métaboliques
divergentes (Yu et al., 2006). A titre d’exemple, B. thailandensis peut assimiler I’arabinose,

ce qui n’est pas le cas de B. pseudomallei (Smith et al., 1997).

B. mallei aurait évolué a partir d’un isolat de B. pseudomallei suite & une infection
animale (Godoy et al., 2003, Ong et al., 2004). L’expansion des séquences d’insertion
génomique aurait ensuite facilité de nombreux événements de délétions responsables de
I’évolution réductrice du génome de B. mallei (Godoy et al., 2003, Nierman et al., 2004). En
effet, B. mallei a perdu plus de 1000 génes vis-a-vis de B. pseudomallei. L’hypothése est que
de nombreux génes nécessaires a la survie dans ’environnement ont été perdus, tandis que
ceux >qui sont importants pour la survie dans I’héte ont été maintenus compte tenu que B.
mallei a été exclusivement isolée a partir d’animaux- infectés (Gregory et al., 2008, Nierman
et al., 2004). Comparativement a B. thailandensis et a B. pseudomallei, B. mallei posséde peu
de genes spécifiques, suggérant que 1’hdte n’offre pas beaucoup de possibilités d’acquisition
de génes (Losada et al., 2010). Notons, néanmoins, que le génome de B. mallei présente une
grande plasticité en raison de nombreuses séquences d’insertion génomique, a 1’origine de la
réduction du génome de B. mallei, et de nombreuses répétitions de séquences simples qui

facilitent les recombinaisons homologues (Losada et al., 2010, Nierman et al., 2004).

B. thailandensis, B. pseudomallei et B. mallei possédent deux chromosomes (Tableau
1.1). Le chromosome I code des fonctions principales associées au métabolisme central ainsi
qu’a la croissance cellulaire (Holden et al., 2004, Nierman et al., 2004, Yu et al., 2006).
Citons, par exemple, la biosynthése des macromolécules, le métabolisme des acides aminés,
la chimiotaxie ou encore la mobilité. Le chromosome II code des fonctions secondaires
associées a ’adaptation et a la survie aux différentes niches écologiques (Holden et al., 2004,
Nierman et al., 2004, Yu et al., 2006). Citons, par exemple, la protection osmotique,

I’acquisition du fer, la régulation ou encore le métabolisme secondaire.
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Tableau 1.1. Caractéristiques génomiques de B. thailandensis E264, de B. pseudomallei K96243 et de B.
mallei ATCC 23344,

B. thailandensis B. pseudomallei B. mallei

Chromosome I

Nombre de génes 3343 3529 3047

Taille 3 809 201 pb 4 074 542 pb 3510148 pb

Teneur en GC 67,3% 67,7% 68,2%
Chromosome II

Nombre de génes 2370 2406 2044

Taille 2914771 pb 3173 005 pb 2325379 pb

Teneur en GC - 68,1% 68,5% 69,0%

1.3.2.3.1.2. Les différents styles de vie de B. thailandensis, de B. pseudomallei et de B.

mallei

B. thailandensis et B. pseudomallei sont des bactéries saprophytes  retrouvées
fréquemment dans les sols (i.e. les boues et les sédiments) et les eaux (i.e. les marigots, les
rizieres, les eaux stagnantes et les berges) dans les régionsiropicales et subtropicales du
monde comme, par exemple, le sud-est de 1’Asie, le nord de 1’ Australie, I’ Amérique du Sud,
le Moyen-Orient et quelques régions en Afrique (Brett ef al., 1998, Cheng et al., 2005a,
Wiersinga et al., 2006). B. pseudomallei est, par ailleurs, un pathogéne opportuniste
responsable de la mélioidose chez I’Homme et chez d’autres mammiféres (i.e. le mouton, la
chévre, le cheval, le porc, le singe et les rongeurs), une maladie affaiblissante éventuellement
mortelle et endémique dans le sud-est de I’Asie et dans le nord de 1’ Australie (Cheng et al.,
2005a, Raja et al.; 2005, Wiersinga et al., 2012, Wiersinga et al., 2006). Parmi les facteurs
favorisants ou aggravants le développement de la mélioidose figurent notamment I’infection
rénale chronique, I’alcoolisme, la fibrose kystique, le déficit immunitaire et, en particuiier, le
diabéte (Currie et al., 2010, Holland et al., 2002, O'Carroll et al., 2003, SuputtamongkoI et
al., 1999). La mélioidose se manifeste le plus souvent par la formation d'abeés sur les organes
internes. Toutefois, une pneumonie est rapportée pour environ la moitié des cas aigus et
subaigus (Leelarasamee, 2004). Elle se contracte par inhalation, par ingestion ou via des
lésions cutanées souillées par de la terre ou de ’eau contaminée (Wiersinga et al., 2012). Elle
peut provoquer une infection aigué€ sévére ou persister pendant des mois, voire jusqu’a des

années sous une forme latente (Lazar Adler et al., 2009). Les formes asymptomatiques et

41



localisées de la mélioidose ont des taux de mortalité inférieurs a 10%. Cependént, le taux de
mortalité de la mélioidose septicémique disséminée (impliquant plusieurs organes) est de 90%
(Leelarasamee, 2004). Le diagnostic et le traitement de la mélioidose sont difficiles en raison
des divers symptomes qu’elle présente et de la multirésistance intrinséque de B. pseudomallei
attribuée 4 la présence de nombreuses pompes a efflux (Podnecky et al., 2015). Un traitement
efficace implique un régime antibiotique oral et intraveineux de plusieurs semaines
(Leelarasamee, 2004). Dans les régions ou elle est endémique, 1’incidence de la mélioidose
augmente et elle représehte désormais la troisiéme cause la plus fréquente de décés d'une
maladie infectieuse aprés le syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) et la

tuberculose dans le nord-est de la Thailande (Limmathurotsakul et al., 2010).

Alors qu’elle peut étre retrouvée dans les régions endémiques de B. thailandensis et de
B. pseudomallei, B. mallei présente un mode de vie nettement différent. En effet, B. mallei est
une bactérie zoopathogéne obligatoire exclusivement isolée a partir d’animaux infectés
(DeShazer et al., 2005). Elle est ’agent étiologique de la morve (Waag et al., 2005, Whitlock
et al., 2007) et infecte les équidés (i.e. les chevaux, les 4nes et les zeébres) ainsi que les
solipedes (i.e. les chevaux, les mulets et les &nes) chez lesquels elle est responsable
d’infections aigués (DeShazer et al., 2005). Elle peut également provoquer des infections
chroniques chez I’Homme (e.g. les vétérinaires, les travailleurs d’abattoir, les scientifiques de
laboratoire) (DeShazer et al., 2005). B. mallei présente un tropisme pour les mémes organes
que B. pseudomallei, & savoir le foie, les poumons et la rate, dans des organismes mod¢les de
1aboratoir§a (Fritz et al., 2000, Fritz et al., 1999, Gauthier et al., 2001, Hoppe et al., 1999,
Lever et al., 2003, West et al., 2008).

1.3.2.3.1.3. La pathogénicité de B. pseudomallei et de B. mallei est multifactorielle

B. pseudomdllei et B. mallei possédent de multiples facteurs de survie et/ou de
virulence. Parmi les facteurs de survie figurent la réponse aux stress, la mobilité et la
chimiotaxie, la résistance aux antibiotiques ou encore le métabolisme secondaire (Holden et
al., 2004). Les métabolites secondaires incluent des sidérophores tels que la malléobactine
(Franke et al., 2013) et des antibiotiques tels que les bactobolines qui peuvent fournir un
avantage compétitif vis-a-vis d’autres espéces bactériennes colonisant une méme niche
écologique (Carr et al., 2011, Chandler et al., 2012a, Chandler et al., 2012b, Duerkop et al.,

2009, Seyedsayamdost et al., 2010) ainsi que des molécules cytotoxiques comme, par
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exemple, la malléilactone (Biggins et al., 2012, Truong ef al., 2015), la thailandamide (Ishida
et al., 2010) et les rhamnolipides (Dubeau et al., 2009). Parmi les facteurs de virulence
figurent des polysaccharides capsulaires et des lipopolysaccharides, des pili de type IV et des
pili de type fimbriae, des adhésines qui sont susceptibles d’influencer les interactions héte-
pathogene, des systémes de sécrétion de type III et des systémes de sécrétion de type VI ou
encore des enzymes extracellulaires comme, par exemple, les phospholipases C qui peuvent
décomposer les tissus de I’h6te (DeShazer et al., 2001, Galyov ef al., 2010, Holden et al.,
2004, Schell et al., 2007, Ulrich et al., 2004a). Notons, également, que le quorum sensing
joue un role important dans la pathogénicité de B. pseudomallei et de B. mallei. 1l intervient,
entre autres, dans leur mode de vie intracellulaire, dans leur échappement aux réponses
immunitaires de I’h6te et dans leur persistance in vivo (Horton ef al., 2013, Majerczyk et al.,
2013b).

1.3.2.3.1.4. B. pseudomallei et B. mallei . des armes biologiques potentielles

B. pseudomallei et B. mallei sont classés comme des agents de catégorie B dans la liste
des agents de bioterrorisme du CDC (Centers for Disease Control and Prevention) compte
tenu qu’elles sont hautement infectieuses, qu’elles provoquent des maladies humaines sévéres
et qu’elles sont résistantes 4 de nombreux antibiotiques tels que la pénicilline, I’ampicilline et
les aminosides (Cheng et al., 2005b, Rotz et al., 2002, Wiersinga et al., 2006). De plus, il

n’existe, a ce jour, aucune option de vaccination.

1.3.2.3.1.5.  B. thailandensis : un modéle de substitution pour 1’étude de B. pseudomallei et
de B. mallei

Bien qu’étroitement apparentée aux pathogénes humains B. pseudomallei et B. mallei
(cf. la Figure 1.18 présentée & la section 1.3.1), B. thailandensis ne constitue pas un
pathogéne de I’Homme et, pour cette raison, sa manipulation ne requiert pas un laboratoire
disposant d’un confinement biosécuritaire de niveau 3 contrairement a B. pseudomallei et & B.
mallei (Brett et al., 1997, Brett et al., 1998, Wuthiekanun et al., 1996, Yu et al., 2006). B.
thailandensis est donc couramment utilisée comme modeéle de substitution pour 1'étude de B.
pseudomallei et de B. mallei afin de faciliter et d’accélérer I’expérimentation (Haraga et al.,
2008, Hasselbring et al., 2011, Pilatova et al., 2012, West et al., 2008). En revanche, B.
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thailandensis est infectieuse chez un large éventail d’organismes modeles de laboratoire (e.g.
les insectes [Galleria mellonella], les mammiféres [Mesocricetus auratus], les protozoaires
[D. discoideum)], les nématodes [C. elegans] et les plantes [Pereskia aculeata)) (Brett et al.,
1997, Chandler ef al., 2009, Haraga et al., 2008, Hassélbring et al., 2011, Ishida et al., 2010,
Jeddeloh et al., 2003, Mao et al., 2017, Molchanova et al., 2015, Pilatova et al., 2012, Wand
etal., 2011, West et al., 2008).

1.3.2.3.2. Les systemes de quorum sensing parmi les espéces bactériennes B. thailandensis,

B. pseudomallei et B. mallei

Les membres du groupe Bptm disposent de multiples systémes de quorum sensing qui
figurent actuellement parmi les systémes de communication intercellulaire les plus complexes
que ’on peut retrouver chez les bactéries (Majerczyk et al., 2013a). Trois systémes de
quorum sensing coexistent chez B. thailandensis : les systémes Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et
Btal3/BtaR3 (Ulrich et al., 2004d). Les synthases de type LuxI, Btall, Btal2 et Btal3, sont
codés par les génes btall, btal? et btal3, respectivement (Fig. 1.23A). Les régulateurs
transcriptionnels de type LuxR, BtaR1, BtaR2 et BtaR3, sont codés par les génes bfaRl,
btaR2 et btaR3, respectivement (Fig. 1.23A). Par ailleurs, B. pseudomallei posséde
pareillement trois systémes de quorum sensing de type LuxI/LuxR : les systémes Bpsl/BpsR,
BpsI2/BpsR2 et BpsI3/BpsR3 (Ulrich et al., 2004b). Les génes bpsl, bpsi2 et bpsI3 codent
respectivement les synthases Bpsl, BpsI2 et BpsI3, tandis que les génes bpsR, bpsR2 et bpsR3
codent respectivement les régulateurs transcriptionnels BpsR, BpsR2 et BpsR3 (Fig. 1.23B).
B. mallei, en revanche, posséde seulement deux systémes de quorum sensing de type
LuxI/LuxR : les systémes Bmall/BmaR1 et Bmal3/BmaR3 (Ulrich ef al., 20040). Les génes
bmall et bmal3 codent respectivement les synthases Bmall et Bmal3, alors que les génes
bmaR1 et bmaR3 codent respectivement les régulateurs transcriptionnels BmaR1 et BmaR3
(Fig. 1.23C).
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Figure 1.23. Localisation chromosomique (A) des génes btall/btaR1, btal2/btaR2 et btal3/btaR3 de B.
thailandensis E264, (B) des génes bpsl/bpsR, bpsI2/bpsR2 et bpsI3/bpsR3 de B. pseudomallei K96243 ainsi
que (C) des génes bmall/bmaR1 et bmal3/bmaR3 de B. mallei ATCC 23344.
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1.3.2.3.2.1. Les systémes de quorum sensing présents chez les membres du groupe Bptm

emploient des auto-inducteurs de la famille des AHL

Les systémes de quorum sensing présents au sein des membres du groupe Bptm
utilisent des auto-inducteurs qui appartiennent a la famille des AHL. Les AHL produites chez
B. thdilandensis, chez B. pseudomallei et chez B. mallei peuvent étre différentes d’une espéce
bactérienne a I’autre, ainsi qu’au sein d’une méme espéce bactérienne. Ces différences
s’expliquent, entre autres, par la sensibilité et la spécificité des techniques employées pour la
détection des AHL. A titre d’exemple, Ulrich et al. (2004d) ont rapporté que la souche
bactérienne B. thailandensis DW503 produit des AHL, & savoir de la N-(hexanoyl)-L-
homosérine lactone (C¢-HSL), de la Cg-HSL et de la Cyo-HSL. Toutefois, utilisation de
biorapporteurs spécifiques pour ’identification des AHL retrouvées chez B. thailandensis
DW503 implique que d’autres auto-inducteurs pourraient étre synthétisés via les systémes
Btall/BtaR1, Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3 (Ulrich et al., 2004d). En outre, une mutation,
affectant une pompe a efflux de type AmrAB-OprA et ayant pour but d’accroitre la sensibilité
aux antibiotiques et, ainsi, de faciliter les manipulations génétiques, est présente dans le
génome de B. thailandensis DW503 (Burthick et al., 2001). L’hypothése est que cette
mutation est susceptible d’impacter le métabolisme et/ou le transport des AHL ayant pour
conséquence de biaiser les interprétations relatives a 1’effet des systémes Btall/BtaRl,
Btal2/BtaR2 et Btal3/BtaR3, éntre autres, sur la production de ces auto-inducteurs, et ce, aussi
bien qualitativement que quantitativement (Chandler ef al., 2009). En effet, les analyses, par
spectrométrie de masse, des AHL produites chez la souche bactérienne B. thailandensis E264
révélent que la Cg-HSL, la 30HCg-HSL et la 30HC,o-HSL sont, en fait, les principales AHL
synthétisées via les systémes Btall/BtaR1, BtaIZthaR2 et Btal3/BtaR3 (cf. la Figure 1.4
présentée a la section 1.1.3.1). Notons, également, que B. thailandensis E264 produit, de
fagon majoritaire, de la 30HC;(-HSL ainsi que de la Cg-HSL et de la 30HCg-HSL, moins
abondamment (Chandler et al., 2009, Duerkop et al., 2009, Majerczyk et al., 2014a) (Fig.
1.24).
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Figure 1.24. Concentrations des principales AHL détectées par spectrométrie de masse chez B.
thailandensis E264 au cours de la phase stationnaire de la croissance bactérienne.
D’aprés Majerczyk et al. (2014a).

Valade et al. (2004) ont rapporté que la C;o-HSL est I'unique AHL retrouvée chez la
souche bactérienne B. pseudomallei 008 via I’utilisation de biorapporteurs spécifiques. En
revanche, des analyses, par spectrométrie de masse, ont permis de mettre en exergue que la
souche bactérienne B. pseudomallei DD503 synthétise de la Cs-HSL, de la 30HCg-HSL, de la
C10-HSL, de la 30HC,-HSL ainsi que de la 30C4-HSL (Ulrich et al., 2004b), tandis que la
souche bactérienne B. pseudomallei PP844 synthétise de la Cg-HSL, de la 30Cg-HSL, de la
30HCg-HSL, de la Cyp-HSL, de la 30HC,)-HSL de méme que de la N-(3-hydroxy-
dodécanoyl)-L-homosérine lactone (30HC,-HSL) (Lumjiaktase et al., 2006). Similairement,
Gamage et al. (2011) ont démontré que les systémes Bpsl/BpsR, BpsI2/BpsR2 et
BpsI3/BpsR3, chez les souches bactériennes B. pseudomallei H11, B. pseudomallei K96243 et
B. pseudomallei KHW, produisent notamment de la Cg-HSL, de la 30HCs-HSL et de la
30HC,o-HSL (Tableau 1.2).
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Tableau 1.2. Comparaison des proportions des différentes AHL identifiées par spectrométrie de masse
chez les souches bactériennes B. pseudomallei H11, B. pseudomallei K96243 et B. pseudomallei KHW au
cours de la phase stationnaire de la croissance bactérienne. D’aprés Gamage ef al. (2011).

H11 K96243 KHW
Cs-HSL (N-(octanoyl)-L-homosérine lactone) 95,3% 95,6% 96,1%
30HC;s-HSL (V-(3-hydroxy-octanoyl)-L-homosérine lactone) 0,2% 3,4% 1,7%
C10-HSL (N-(décanoyl)-L-homosérine lactone) 0,4% 0,0% 0,0%
30HC;p-HSL (N-(3-hydroxy-décanoyl)-L-homosérine lactone) 3,9% 1,0% 2,2%
30HC,,-HSL (N-(3-hydroxy-dodécanoyl)-L-homosérine lactone) 0,2% 0,0% 0,0%

Outre les techniques employées pour identifier les AHL produites via les systémes de
quorum sensing présents au sein des membres du groupe Bptm, d’autres facteurs sont
susceptibles d’influencer la détection des AHL tels que les conditions de culture et, plus
particulicrement, les phases de la croissance bactérienne sélectionnées pour effectuer
Pextraction des AHL. En effet, des variations dans les profils de biosynthése des AHL
identifiées chez B. pseudomallei KHW ont été observées aﬁ cours des différentes phases de la
croissance bactérienne puisque la 30HC1o-HSL constitue la principale AHL produite pendant
la phase exponentielle, alors que la Cg-HSL est essentiellement synthétisée pendant la phase
stationnaire (Gamage et al., 2011) (Fig. 1.25). D’autre part, Horton et al. (2013) ont
démontré, par spectrométrie de masse, que la 30HC;p-HSL est ’AHL majoritairement
produite chez la souche bactérienne B. pseudomallei MSHR520 au cours de la transition entre
les phases exponentielle et stationnaire, et Majerczyk et al. (2014b) ont mis en évidence via
’utilisation de biorapporteurs spécifiques que la souche bactérienne B. pseudomallei 1026b
synthétise principalement de la 30HC;,-HSL et, dans une moindre mesure, de la Cg-HSL et

de la 30HC-HSL pendant la phase stationnaire de la croissance bactérienne.
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Figure 1.25. Comparaison des proportions des différentes AHL identifiées par spectrométrie de masse
chez B. pseudomallei KHW au cours des phases (A) exponentielle et (B) stationnaire de la croissance
bactérienne.

D’aprés Gamage et al. (2011).

Majerczyk et al. (2013b) ont mis en évidence via I’utilisation de biorapporteurs
spécifiques que la bactérie B. mallei GBS, une souche virulente provenant d’un cheval,
synthétise essentiellement de la Cg-HSL et, dans une moindre mesure, de la 30HCg-HSL, qui
sont produites a partir des phases exponentielle et stationnaire de la croissance bactérienne,
respectivement (Fig. 1.26A). Il apparait, par ailleurs, que la bactérie B. mallei ATCC 23444,

une souche virulente isolée chez un homme (Nierman et al, 2004), synthétise, de fagon
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majoritaire, de la Cg-HSL ainsi que de la 30HCg-HSL, moins abondamment (Majerczyk et
al.,2013b) (Fig. 1.26B).
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Figure 1.26. Comparaison des proportions des différentes AHL identifiées via Dutilisation de
biorapporteurs spécifiques chez les souches bactériennes (A) B. mallei GBS et (B) B. mallei ATCC 23344
au cours de la phase stationnaire de la croissance bactérienne.

D’apreés Majerczyk et al. (2013b).

Notons, également, que des variations ont été observées dans les proportions des AHL
synthétisées via les syst¢tmes Bmall/BmaR1 et Bmal3/BmaR3 chez B. mallei ATCC 23344
(Fig. 1.27). Ces observations ont été attribuées aux diverses conditions de culture choisies

pour la réalisation des extractions d’AHL comme, par exemple, la présence ou I’absence
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d’acide 3-(N-morpholino) propane sulfonique (MOPS), un composé organique zwitterionique
essentiel au maintien d’un pH physiologique et assurant, en conséquence, 1’intégrité des AHL
(Duerkop et al., 2008, Duerkop et al., 2007). En effet, les AHL sont stables lorsque les
conditions sont neutres et acides, tandis que des conditions alcalines provoquent 1’hydrolyse
des AHL (Byers et al., 2002, Yates et al., 2002).

Structure chimique des principales AHL détectées chez Structure chimique des principales AHL détectées chez
Burkholderia mallei ATCC 23344 en milieu de culture Burkholderia mallei ATCC 23344 en milieu de culture non
tamponné (en présence de MOPS; pH neutre [pH = 7.0]) : |||] tamponné (en<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>