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RESUME

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie retrouvée dans une vaste gamme de niches
écologiques. Cette capacité a s’adapter et modifier son mode de vie lui est conférée par sa
multitude de systémes d’adaptation codés dans son génome. Parmi eux, plus de 60 senseurs
kinases capables de détecter les stimuli environnementaux et d’activer divers régulateurs de
réponse dans la cellule. Ces senseurs kinases et régulateurs de réponse constituent les systémes a
deux composantes (S2C). L’un de ces S2C est impliqué dans la voie de modulation du mode de
vie de P. aeruginosa, le voie Gac/Rsm. En bref, le S2C GacS/GacA active la transcription des
deux petits ARN non-codants (pARN) RsmY et RsmZ. A leur tour, ces pARN lient et séquestrent
le régulateur global RsmA, le niveau de disponibilit¢ de RsmA dictera alors quel mode de vie,
motile ou sessile, la bactérie adoptera. De récents résultats obtenus dans le laboratoire Déziel ont
mis en lumiére une régulation de RsmZ indépendante du S2C GacSA : une surexpression de ce
PARN observée seulement lorsqu’un double mutant AhptBgacA- est cultivée sur une surface
versus en culture liquide (bactéries en suspension). Pour identifier les facteurs impliqués dans
cette régulation, un criblage exploitant le transposon mini-Tn5 a été effectué. Plus de 20 genes
ont été identifiés comme ayant un potentiel effet régulateur sur la transcription de rsmZ. Des
analyses subséquentes ont permis de montrer que la régulation surface-dépendante de rsmZ
impliquerait la glycosyl transférase FgtA par un mécanisme toujours inconnu. De plus, le
systeme de quorum sensing PQS serait impliqué dans la régulation de RsmZ via I’action de PqsE.
Ce criblage a permis de mettre en évidence plusieurs mécanismes grace auxquels P. aeruginosa
module son pARN RsmZ pour s’adapter aux conditions environnantes.

Mots-clés : Pseudomonas aeruginosa ; Adaptation ; Régulation ; Criblage ; Voie Gac/Rsm ;
RsmZ.






ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a versatile bacterium mainly studied as an important opportunistic
human pathogen. It is characterized by its vast number of virulence factors, antibiotic resistance
mechanisms and regulatory pathways encoded in its genome. One such system is the Gac/Rsm
pathway, directed by the GacS/GacA two-component system. Following activation from the
binding of a yet-unknown signal, the sensor kinase GacS activates the response regulator GacA,
promoting the transcription of the small non-coding RNAs (sRNA) RsmY and RsmZ. Both
sRNAs will bind to and sequester the global post-transcriptional regulator RsmA, which acts
mainly as a translational repressor of mRNA involved in the adoption of a sessile lifestyle, such
as biofilm formation. The Gac/Rsm pathway stands as the main player in the motile-to-sessile
transition and plays a great role in the pathogenesis of P. aeruginosa. Previous results from our
lab showed that a double AhptBgacA- mutant of P. aeruginosa PA14 overexpresses RsmZ
specifically when grown on a surface, indicating the existence of a GacA-independent pathway
that can induce surface-only expression of RsmZ. With the aim to identify unknown pathways
capable of modulating rsmZ transcription, a screening using Tn5 transposon mutagenesis was
conducted. Transposants were identified in multiple loci, but only an insertion in the glycosyl
transferase FgtA affected RsmZ expression in a surface-dependent manner. Results suggest a
complex multifactorial control of RsmZ and brings us closer to a better understanding of the
surface adaptability of this important human pathogen.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Adaptation; Regulation; Screening; Gac/Rsm pathway;
RsmZ.
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1 REVUE DE LITTERATURE

1.1  Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram-négatif de la classe des gamma-
protéobactéries. Comme les autres membres du genre Pseudomonas, elle se caractérise par une
trés forte présence dans un nombre varié de niches €cologiques ; elle est retrouvée tant dans I’eau
que dans les sols, ainsi que dans les installations humaines telles les canalisations d’eau courante
(Bedard et al, 2016; Mena & Gerba, 2009). Cette espece bactérienne est également un
pathogeéne opportuniste d’importance qui utilise sa grande capacité d’adaptation pour coloniser

son hote.

1.1.1 Eléments génomiques

Pseudomonas aeruginosa posséde un génome plutoét grand pour une bactérie, avec plus de 6
millions de paires de bases (Mpb) (Stover et al., 2000). Le génome de base (core genome) de
P. aeruginosa est de 665 genes, soit 1% de son pangénome — I’ensemble de tous les génes
retrouvés chez cette espece (Freschi et al,, 2019). Dans ce génome se trouve des genes
permettant 1’utilisation d’une panoplie de sources de carbone, I’expression d’une multitude de
facteurs de virulence, de mécanismes de résistance aux agents antimicrobiens et de voies de
régulation (Stover ef al., 2000; Valot et al., 2015). Etant retrouvés dans le génome de quasiment
toutes les souches de 1’espece, autant environnementales que cliniques, ces ¢léments contribuent
a ’adaptabilité¢ de P. aeruginosa et sa dominance des diverses niches écologiques qu’elle peut

coloniser.

Certains de ces facteurs de virulence et mécanismes de survie sont restreints a quelques souches
de P. aeruginosa, localisés généralement sous forme de groupes et formant le génome
accessoire. C’est le cas de certains geénes retrouvés chez la souche de référence PA14,
originalement isolée de la peau d’un grand briilé¢ et possédant un génome légerement plus grand
que I’autre souche de référence PAO1 (Lee et al., 2006a; Stover et al., 2000). PA14 possede des

traits de virulence supplémentaires comme les ilots de pathogénicité (PAPI, Pseudomonas



aeruginosa Pathogenicity Island) 1 et 11 retrouvés entre autres dans le génome de P. aeruginosa
PA14, mais absents chez PAO1 (He et al., 2004). Ces ilots influenceront le comportement de
PA14, principalement sont pouvoir pathogene et sa compétitivité dans une niche écologique, en
codant pour des facteurs de virulence supplémentaires (Ferrara et al., 2017; He et al., 2004;

Mikkelsen et al., 2009).

1.1.2 Un pathogéne opportuniste

La grande capacité d’adaptation de P. aeruginosa lui permet de s’épanouir dans un grand
répertoire d’environnements. Malheureusement pour nous, cette bactérie est un pathogene
opportuniste capable de coloniser le corps de divers animaux, dont I’humain (Gellatly &
Hancock, 2013). Les personnes avec des défenses immunitaires affaiblies, dont les personnes
immunodéficientes, grands briilés et les patients ayant subi une opération chirurgicale, sont
particulierement a risques de développer une infection par P. aeruginosa (Gellatly & Hancock,
2013). Ce pathogene est d’autant plus redoutable a cause de sa grande résistance aux agents
antimicrobiens, rendant les infections causées par P. aeruginosa souvent difficiles a traiter. La
grande capacité d’adaptation de P. aeruginosa joue €galement un role trés important dans sa
pathogénicité (Moradali ef al., 2017; Valentini et al., 2018). En effet, selon les conditions de la
région colonisée par P. aeruginosa, cette derniere adaptera son mode de vie pour survivre de
fagon optimale aux détriments de son hote. En adoptant un mode de vie motile, P. aeruginosa
activera ses appendices de locomotion pour mieux envahir son environnement et exprimera
plusieurs facteurs de virulence, causant ainsi des infections aigué€s. D’autres part, en adoptant un
mode de vie sessile, P. aeruginosa formera des communautés bactériennes complexes appelées
biofilms. Dans cet état, P. aeruginosa est particulicrement résistant aux conditions adverses,
incluant les défenses immunitaires de I’hote et les traitements antibiotiques, et cause ainsi des
infections chroniques trés difficiles a traiter (Lee & Yoon, 2017; Mulcahy et al., 2014).
P. aeruginosa est trés connu pour étre 1’'un des microorganismes principaux responsables du haut
taux de morbidité et de mortalité des personnes atteintes de la fibrose kystique. Cette maladie
héréditaire provoque une altération du tissu épithélial des poumons et une surproduction de
mucus. Ces conditions particuliéres sont treés favorables a une colonisation par P. aeruginosa et

la mise en place d’une infection chronique (Malhotra ef al., 2019).
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1.1.3 Une bactérie sociale

P. aeruginosa adopte une panoplie de comportements sociaux différents, ce qui fait de cette
bactérie un modele d’étude parfait en sociomicrobiologie. Le comportement le plus étudié est le
biofilm, ou les bactéries de la communauté s’associent en sécrétant une matrice exopolymérique
pour former une colonie solidement ancrée a une surface. Un autre comportement social, la
motilité de type swarming, requiert la coordination des membres de la colonie pour se déplacer a

grande vitesse sur une surface.
1.1.3.1 Le quorum sensing

La principale méthode que les bactéries ont acquise pour coordonner une action au niveau d’une
population entiere est le quorum semnsing (QS). Chez les bactéries a Gram-négatif, le QS est
souvent possible grace a la synthése d’une molécule signal de la famille des acyl-homosérine
lactones (AHL) par une synthase de type LuxI. Une AHL est un composé diffusible qui se
propage et s’accumule dans le milieu pour atteindre les cellules environnantes (Lee & Zhang,
2015). Une fois dans le cytoplasme, elle lie un régulateur transcriptionnel de type LuxR ; le
complexe AHL-LuxR forme alors un homodimeére avec un autre complexe. Cette forme
homodimeérique est active et agira sur la transcription de plusieurs genes cibles. Les genes
régulés par le QS codent généralement pour des facteurs de virulence, des sidérophores et
d’autres biens publics — métabolites qui profiteront a 1’ensemble de la population bactérienne
(Lee & Zhang, 2015). Généralement, le récepteur LuxR couplé a sa molécule signal active la
transcription de sa synthase LuxI correspondante, permettant d’induire une boucle de rétroaction
positive. Ainsi, au fur et a mesure que la densité cellulaire augmente, la production de la
molécule signal et sa concentration dans le milieu et dans les cellules augmentera jusqu’a
atteindre la concentration critique qui active la transcription des genes ciblés par LuxR. Chez
P. aeruginosa, il existe trois systémes de quorum semsing connus (Lee & Zhang, 2015). Le
systtme Las exploite I’AHL 3-oxododecanoyl-homosérine lactone (3-oxo-Ci2-HSL), le systeme
Rhl utilise le butyryl-homosérine lactone (C4-HSL). N’utilisant pas une AHL classique, le
troisieme systeme utilise le 4-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ) synthétis¢é par [’opéron
pgsABCDE et le 3,4-dihydroxy-2-heptylquinoline (PQS, Pseudomonas Quinolone Signal),
produit a partir de HHQ par I’enzyme PqsH (Déziel ef al., 2004). Ces trois systémes de quorum

sensing forment un réseau trés hiérarchisé, I'un activant ou réprimant ’activité¢ des autres,



formant ainsi un cycle de régulation complexe qui permet d’exercer un contrdle trés précis sur
les geénes régulés par le QS (Lee & Zhang, 2015). Il existe également un troisiéme récepteur de
type LuxR chez P. aeruginosa. Ce dernier, nommé QscR, est orphelin — il ne fait pas parti d’un
couple synthase-récepteur — mais peut tout de méme lier des AHL a longue chaine (10 a 14

carbones) incluant le 3-oxo-Ci2-HSL (Figure 1.1.1) (Chugani et al., 2001; Lee et al., 2006b).

Le premier systeme de QS a étre généralement activé est le systéme Las, se situant au sommet de
la hiérarchie des systeémes de QS. Une fois la concentration de 3-oxo0-Ci2-HSL dans les cellules
suffisante, LasR pourra activer 1’expression de plusieurs génes dont rkll, rhiR, lasl, rsal, mvfR
(pgqsR), pgsH (Schuster et al., 2003). L’expression de rhll/rhiR et de mvfR induit les systémes
Rhl et PQS, respectivement (Lee & Zhang, 2015). L’expression de lasl favorise la mise en place
de la boucle de rétroactivation du systéme Las alors que 1’expression de rsal, un répresseur de
I’expression de lasl, freine cette rétroactivation pour empécher une suraccumulation de 3-oxo-

Ci2-HSL (Figure 1.1.1) (Rampioni et al., 2006).

Le systeme Rhl, une fois actif, active ’expression de ses cibles et réprime la transcription de
mvfR et I’opéron pgsABCDE (Brouwer et al., 2014). Les deux systémes Rhl et PQS ont une
grande importance dans la modulation fine de I’expression de plusieurs facteurs de virulence
extracellulaires, dont les rhamnolipides, les phénazines (incluant la pyocyanine) et le cyanure

d’hydrogene (HCN) (Maura et al., 2016).

En plus de la hiérarchisation complexe des systemes de QS, ceux-ci sont influencés par des
facteurs externes qui modulent plus finement 1I’expression des cibles de chacun des récepteurs du
QS. C’est le cas du controle de Rhll par la protéase Lon, régulée par le complexe Crc-Hfq (Yang
et al., 2015). La protéine Crc est le répresseur traductionnel impliqué dans la voie de la
répression catabolique du carbone (Sonnleitner et al., 2018). Cette voie sert a réguler les
fonctions métaboliques impliquées dans [’utilisation de diverses sources de carbone. Crc
s’associe avec la chaperonne a ARN Hfq pour lier ses ARNm cibles et réprimer leur traduction
(Sonnleitner et al., 2018). Une de ces cibles est ’ARNm de la protéase Lon, qui une fois traduite
est capable de dégrader la synthase Rhll. Via ce mécanisme, le controle du métabolisme primaire
est capable d’influencer la régulation du QS (Yang et al., 2015). D’autres études ont mis en
lumicre des liens existants entre la régulation du quorum sensing et les cibles du régulateur Anr,

impliqué dans la réponse aux conditions d’anoxie. De plus la régulation par les seconds



messagers (via 1’action de la protéine Vfr, voir section 1.2.4) et la voie Gac/Rsm est lie a la
régulation des genes par le QS (Albus et al., 1997; Croda-Garcia et al., 2011; Lin Chua et al.,
2017; Pessi et al., 2001).
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Figure 1.1.1 Interconnexions entre les différents systémes de quorum sensing chez P. aeruginosa.

Les systemes Las/Rhl/PQS influencent leurs niveaux d’actions entre eux. Les traits pleins indiquent une action
directe, les traits pointillés une action indirecte. Les tétes de fleche pointues signifient une action positive, les tétes
plates signifient une action négative. VM : Vésicule membranaire. Image adaptée de (Turkina & Vikstrom, 2019)

1.1.3.2  Le biofilm

Un biofilm est formé alors qu’une bactérie s’attache de fagon irréversible sur une surface et
commence a se multiplier sur cette surface (Fazli et al, 2014). Les cellules immobiles
commencent a sécréter une matrice exopolymérique constituée principalement
d’exopolysaccharides, de protéines et d’ADN extracellulaire (ADNe) (Fazli et al., 2014; Jackson
et al., 2004; Vasseur et al., 2005). Alors que le biofilm est en maturation, I’accumulation de cette
matrice confére une structure complexe a la population, formant des macrocolonies. Les cellules
qui forment ce biofilm de fagon active ont adopté un mode de vie dit sessile (Moradali et al.,

2017).



La formation de biofilm se fait généralement en suivant une série d’étape (Figure 1.1.2). Tout
d’abord, les bactéries planctoniques libres dans le milieu entrent en contact avec une surface via
I’adhésion de leur flagelle et de leurs fibrilles polaires. Cet attachement initial est réversible et
requiert que la bactérie fasse le choix, via I’intégration de divers signaux par ses systemes de
régulation, de commencer sa vie sur une surface (Lee et al., 2018). Dans ce cas, la bactérie
bascule en position paralléle a la surface et commence a produire sa matrice exopolymérique et a
se diviser. Au fur et a mesure que le biofilm mature, la population bactérienne formera des
structures de plus en plus complexes. Ces structures ont comme role de faciliter la distribution
des nutriments au sein du biofilm. Suite a la détection de divers signaux, tel 1’oxide nitrique
(NO) ou des conditions nutritionnelles défavorables, certains membres de la communauté se
libérent du biofilm pour retourner a un style de vie planctonique jusqu’a leur contact avec une

nouvelle surface (Kim & Lee, 2016).

Vie planctonique
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Figure 1.1.2 Représentation schématique du cycle de formation de biofilm.

Image adaptée de (Toyofuku et al., 2016).

1.1.3.3  La motilité de type swarming

La formation de biofilm n’est pas le seul comportement social adopté par P. aeruginosa. Cette
bactérie est également capable de se mouvoir sur une surface en coordonnant son effort avec les
autres membres de sa communauté (Figure 1.1.3). Cette motilité appelée swarming requiert un
flagelle fonctionnel comme appendice locomoteur et la production d’un agent mouillant pour
réduire la tension de surface (Kearns, 2010; Kohler ef al., 2000). Cet agent mouillant produit par
P. aeruginosa est un glycolipide amphiphile composée de chaines aliphatiques et d’un ou deux
rhamnoses (mono-rhamnolipides ou di-rhamnolipides, respectivement) (Soberon-Chavez et al.,

2005). Le précurseur des rhamnolipides, 1’acide 3-(3-hydroxyalkanoyloxy)alkanoique (HAA)
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agit également comme surfactant pour permettre le swarming (Déziel et al., 2003). La synthése
de ces surfactants se fait grace a une série de trois enzymes (RhlA, RhIB et RhlC) qui agissent
I’une apres 1’autre pour convertir les HAA produits par RhlA en mono-rhamnolipides par RhiIB,
puis en di-rhamnolipides par RhIC (Soberon-Chavez et al., 2005). Les trois genes rhlA, rhiB et
rhlC sont régulés par le systeme de QS Rhl (Wang et al., 2014b).

L’apparence de la motilité¢ de type swarming différe beaucoup d’une espéce bactérienne, voire
d’une souche a I’autre. Le patron de swarming de la souche PA14 de P. aeruginosa se caractérise
par la formation de dendrites qui progressent rapidement sur la surface de 1’agar (Caiazza et al.,
2005; Tremblay & Deziel, 2008). Cette formation de dendrites est dictée par les ratios
HAA/rhamnolipides sécrétés par P. aeruginosa, les HAA agissant comme répulsifs et les di-
rhamnolipides agissant comme attracteurs (Caiazza et al., 2005; Tremblay et al, 2007).
P. aeruginosa requiert un milieu semi-solide a 0.5% d’agar et une balance de nutriments idéale
pour bien effectuer son swarming (Kohler et al., 2000; Rashid & Kornberg, 2000; Tremblay &
Deziel, 2008).

En plus de la motilit¢ de type swarming, P. aeruginosa peut effectuer d’autres types de
déplacement. Le swimming est un déplacement individuel effectué dans un milieu liquide ou
visqueux (jusqu’a 0,3% d’agar) qui requiert seulement un flagelle fonctionnel (Vater et al.,
2014). Le twitching est une motilité¢ impliquant un autre appendice que le flagelle, le pilus de
type 1V, capable de s’effectuer sur une surface trés dure comme le polystyrene (Beatson et al.,
2002b; Déziel et al., 2001; Oliveira et al., 2016; Turnbull & Whitchurch, 2014). Le sliding est
une motilité dite passive qui est possible grace a I’empilement successif de bactérie au sein d’une
colonie qui poussent les autres membres (Murray & Kazmierczak, 2008). Plus récemment, une
motilit¢ de surface flagelle-dépendante appelée surfing a été¢ observée chez P. aeruginosa en
croissance sur un milieu supplémenté en mucine. Cette motilité similaire au swarming a été
observée chez un mutant incapable de produire des rhamnolipides et a des concentrations d’agar

plus élevées que le swarming (Yeung et al., 2012).



Figure 1.1.3 Apparence de la motilité de type swarming de P. aeruginosa PA14.

(A) Patron d’une colonie swarming de la souche sauvage, avec sa forme dendritique caractéristique. (B) Patron
d’une colonie d’un mutant AiptB, avec une déficience en swarming. Image adaptée de (Jean-Pierre et al., 2016).

1.1.4 Les appendices cellulaires

P. aeruginosa a développé des structures protéiques présentes a la surface de sa cellule qui lui

permettent d’interagir avec son environnement, incluant les autres organismes.

1.1.4.1 Leflagelle

Le flagelle est une structure protéique complexe dont le role principal est de transformer
I’énergie de la bactérie en une force locomotrice capable de propulser la bactérie dans son
milieu. Le flagelle est constitué de trois composantes principales, chacune formée de plusieurs
protéines (Figure 1.1.4) (Belas, 2014). La fibre flagellaire est la partie externe du flagelle qui
compose la queue. Cette fibre est un polymére constitué¢ de plusieurs sous-unités de flagelline.
Chez la souche PA14 de P. aeruginosa, c’est une flagelline de type b qui compose le flagelle,
codée par le gene fliC (Spangenberg et al., 1996). Le corps basal est formé d’un agencement de
plusieurs protéines différentes servant a 1’ancrage aux deux membranes de la bactérie, a la
sécrétion de la fibre flagellaire et la production de la force de rotation du flagelle par le moteur
(Belas, 2014). Ce moteur est composé d’un rotor et d’un stator. La fibre flagellaire est connectée
au corps basal par une protéine crochet, qui transmet la force locomotrice et dicte 1’orientation de

la fibre flagellaire (Belas, 2014). P. aeruginosa posseéde un seul flagelle polaire et a la capacité
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d’exprimer deux stators différents, les couples de protéines MotAB et MotCD (Kazmierczak et
al.,2015; Kuchma et al., 2015; Toutain et al., 2005). Alors que les deux stators ont la capacité de
propulser la bactérie dans un liquide lors du swimming, seul le stator MotCD est capable de
fournir une force suffisante pour propulser P. aeruginosa lors de son swarming (Kuchma et al.,

2015).
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Figure 1.1.4 Représentation schématique de I’assemblage du flagelle.

Le stator (MotAB ou MotCD) et le rotor (FliG, FliM, FliN) s’assemblent avec d’autres protéines pour former le
corps basal. La protéine crochet et les unités de flagellines forment la fibre flagellaire. La protéine FlgZ agit comme
un frein au niveau du complexe Stator/Rotor pour controler Iactivité du flagelle. ME : Membrane externe, PG :
Peptidoglycane, MI : Membrane interne. Image adaptée de (Belas, 2014).

1.1.4.2  Les pilide type IV

Le pilus de type IV (PT4) est un autre complexe protéique impliqué dans la locomotion et le
comportement de surface de P. aeruginosa (Brill-Karniely et al., 2017; Mattick, 2002; O'Toole
& Wong, 2016). Le complexe permet 1’¢longation et la rétraction de la fibre du pilus, générant

une force trés élevée capable de provoquer le déplacement de la bactérie ou d’attirer vers la
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cellule une molécule ancrée au pilus (Figure 1.1.5) (Ellison et al., 2018; Maier et al., 2002; van
Schaik et al., 2005). Une adhésine située au sommet de la fibre du pilus est responsable de la

forte adhésion a une surface organique ou inorganique (Beaussart et al., 2014; Touhami et al.,

2006). Ces pili sont localisés en multiples copies aux poles de la cellule lorsqu’ils sont exprimés

(Cowles et al., 2013; Mattick, 2002).

Rétractionl T Elongation

Figure 1.1.5 Représentation schématique du complexe du pilus de type I'V.

ME : Membrane externe. MI : Membrane interne. Image adaptée de (Maier & Wong, 2015).

1.1.4.3  Les systemes de sécrétion

P. aeruginosa possedent plusieurs systemes permettant la sécrétion des protéines
extracytoplasmiques, incluant ses divers effecteurs toxiques (Figure 1.1.6 A). Le systéme de
sécrétion de type III (SST3) est un appareil protéique semblable a une aiguille capable
«d’injecter» des effecteurs cytotoxiques directement dans le cytoplasme des cellules eucaryotes
de I’hdte que P. aeruginosa infecte (Galle et al., 2012). Ces effecteurs, les exotoxines ExoS,
ExoT, ExoU et ExoY, sont capables de perturber les fonctions de signalisation causant une
perturbation du cytosquelette et/ou la mort des cellules eucaryotes affectées par apoptose ou lyse

(Galle et al., 2012).

10



Le systeme de sécrétion de type VI (SST6) est un complexe protéique d’apparence similaire a
une queue de phage (Figure 1.1.6 B) (Chen et al., 2015). 1l existe trois différents loci permettant
la synthése du SST6 chez P. aeruginosa nommés HSI-I produisant le H1-SST6, HSI-II
produisant le H2-SST6 et HSI-III produisant le H3-SST6. Ces systémes ont des cibles
légerement différentes 1’'un de 1’autre. Le HI1-SST6 est principalement impliqués dans la
compétition avec les autres bactéries du milieu, alors que les systemes H2 et H3 cibles les
eucaryotes (Sana et al., 2016). P. aeruginosa posséde d’autres systemes de sécrétion, comme le

type II (SST2) similaire en structure aux pili de type IV (Ball et al., 2002; Filloux, 2011).

A B a

=N IE

export ].
apparatus /] 1
g%
] soﬂingw <=>

platform <l> VipA

i —¢ VipB

SctN ) i
) §
y S
) §
x
) §
) §
i
Systéme de sécrétion de type 3 Systéme de sécrétion de type 6

Figure 1.1.6 Représentation schématique des complexes du SST3 (A) et du SST6 (B).
Image adaptée de (Gold & Kudryashev, 2016)
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1.2 Régulation génique

Pour se développer de fagon optimale dans leur niche écologique, les bactéries régulent de fagon
précise I’expression de leurs geénes. C’est d’autant plus vrai pour P. aeruginosa, qui alloue pres
de 10% de son génome — d’une grande taille comparativement a d’autres bactéries — a des
genes de régulation (Stover et al., 2000). Cette section révise la majorit¢ des mécanismes

généraux de régulation des génes.

1.2.1 Systémes a deux composants

Les systémes a deux composantes (S2C) sont de manicre générale constitués de deux ¢léments :
un senseur histidine kinase et un régulateur de réponse (Mikkelsen et al., 2011b; Rodrigue et al.,
2000). A la suite de la détection d’un signal particulier, le senseur kinase se dimérise ; cette étape
permet la transphosphorylation du senseur kinase et le transfert d’un groupement phosphate vers
le régulateur de réponse. Ce dernier s’active a la suite de la phosphorylation et agit dans la
cellule comme effecteur pour induire une réponse face au signal détecté (Rodrigue et al., 2000).
Ces fonctions effectrices sont variées et dépendent du régulateur de réponse, allant des
régulateurs transcriptionnels comme GacA (Brencic et al,, 2009) aux modulateurs de la
concentration de seconds messagers comme la diguanylate cyclase PvrR (Mikkelsen et al.,
2009). Les voies de transduction de signal des S2C sont beaucoup plus simples que celles
retrouvées chez les cellules eucaryotes, malgré tout un niveau de complexité accru semble se
dessiner alors que les connaissances sur le fonctionnement des S2C se précisent (Rodrigue et al.,
2000). Les senseurs kinases connus sont classés parmi trois familles selon les domaines qu’ils
possedent (Figure 1.2.1) (Mikkelsen ef al., 2011b). Les senseurs classiques possedent la structure
la plus simple des trois et sont les plus répandus. Les senseurs non-orthodoxes possedent deux
domaines supplémentaires servant au transfert du groupement phosphate : un domaine receveur
et un domaine histidine phosphotransférase (HPT). Ces domaines additionnels jouent un role
important dans la convergence/divergence des signaux entre plusieurs senseurs kinases
(Rodrigue et al., 2000). Les senseurs hybrides ont eux aussi un domaine receveur
supplémentaire, sans le domaine HPT retrouvé chez les non-orthodoxe. Cette fonction de
domaine HPT est alors prise en charge par des protéines indépendantes, les protéines Hpt

(Rodrigue et al., 2000). 11 existe trois protéines Hpt codées par le génome de P. aeruginosa,
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HptA et HptC sont trés peu connues et ¢tudiées, mais aurait la capacité de réguler quelques
fonctions liées a la virulence (Francis et al., 2017; Rodrigue et al., 2000). La protéine HptB est

beaucoup plus connue que les deux autres a cause de son implication dans la voie Gac/Rsm

(Bordi et al., 2010; Jean-Pierre et al., 2016).
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Figure 1.2.1 Représentation des structures des trois familles de senseurs kinases.

Image adaptée de (Mikkelsen et al., 2011b).

1.2.2 Facteurs sigma

Les facteurs sigma (o) sont des sous-unités dissociables et indépendantes du complexe de I’ARN
polymérase bactérienne (Paget, 2015; Potvin et al., 2008). Ces protéines reconnaissent une
séquence d’ADN spécifique pour s’y lier et recruter I’ARN polymérase, activant ainsi la
transcription du geéne cible. Il existe plusieurs familles de facteurs sigma, chacune influencant
des groupes de génes précis. Les membres de la famille 67° se sous-divisent en quatre groupes
(Paget, 2015). Le groupe I contient les facteurs ¢ qui servent principalement a 1’expression des

genes constitutifs chez la bactérie (Paget, 2015). Le groupe II contient les facteurs o impliqués
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dans le métabolisme de base et ne sont pas essentiels a la survie de la bactérie (Paget, 2015). Le
groupe III contient les facteur o impliqués dans la réponse aux chocs thermiques et dans le
développement morphologique du microorganisme, comme la sporulation chez certaines
especes, et la synthése d’appendices cellulaires (Paget, 2015). Le groupe IV représente une
classe tres diversifiée de facteur sigma dit ECF (Extracytoplasmic Function). Les membres de ce
grand groupe régulent des fonctions spécifiques en réponse a divers signaux environnementaux
(Paget, 2015). Une deuxiéme famille, ¢°* , est différente de ¢’° puisque sa liaison avec I’ADN

requiert la présence d’ATP et une séquence consensus différente (Potvin ef al., 2008).

1.2.2.1 RpoD et RpoH

Le facteur sigma principal responsable du contrdle des génes domestiques (housekeeping genes)
se nomme RpoD (Potvin et al., 2008). Ce facteur, permettant la transcription de tous les génes
impliqués dans les fonctions vitales de P. aeruginosa, est majoritairement actif durant la phase
de croissance. Le facteur sigma RpoH est transcrit lors d’un choc thermique pour favoriser la

mise en place de la réponse a une température non-favorable (Potvin et al., 2008).

1.2.2.2 RpoS

Le facteur sigma RpoS est le régulateur principal de la transition vers la phase de latence et la
réponse aux stress (Potvin et al., 2008). De plus, ce facteur est capable de réguler I’action du QS
en augmentant I’expression de /asR et de rhlR (Latifi et al., 1996), et de moduler I’expression de
plusieurs exoproduits comme le HCN et la pyoverdine (Schuster ef al., 2004). La transcription de
rpoS, elle, est modulée principalement par le régulateur PsrA (Kojic & Venturi, 2001), et de
fagon moindre par le régulateur Vfr, alors que la protéase ClpXP est capable de réguler les

niveaux de RpoS par sa dégradation (Bertani et al., 2003).

1.2.2.3  RpoN

Le facteur RpoN est différent des autres facteurs sigma de P. aeruginosa puisqu’il fait partie de
la famille ¢>* (Potvin et al, 2008). 1l a initialement été identifié comme responsable du

métabolisme et I’assimilation de 1’azote. Cependant, un rdle lui a également été attribué¢ dans la
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résistance aux antibiotiques (Penaloza-Vazquez et al., 2004; Viducic et al., 2016; Viducic et al.,
2017; Viducic et al., 2007), et la virulence de P. aeruginosa a cause de son implication dans le
contrdle du QS (Cai et al., 2015) et de la biogénése du flagelle (Tsang & Hoover, 2014), des pili
de type IV (Ishimoto & Lory, 1989) et de I’alginate (Damron et al., 2012; Mohr et al., 1990).

1.2.2.4 Les facteurs ECF

Les facteurs ECF sont des facteurs sigma hautement spécialisés, souvent sous le controle d’un
¢lément régulateur comme un facteur anti-sigma (Paget, 2015). Ce dernier est capable de lier le
facteur sigma et empécher son action. Dix-neuf facteurs ECF sont prédits dans le génome de
P. aeruginosa PAO1 (Potvin et al., 2008). Par exemple, AlgU est un ECF régulant la transition
vers un phénotype mucoide (Ramsey & Wozniak, 2005). L’anti-sigma de AlgU est MucA et son
gene est souvent muté chez des isolats issus d’individus atteint de fibrose kystique (Boucher et
al., 1997). L’absence de MucA permet 1’action constitutive de AlgU, une surproduction
d’alginate et donc un phénotype mucoide (Ramsey & Wozniak, 2005). Deux autres facteurs
ECF, PvdS et Fpvl, régulent la production et I’assimilation du sidérophore pyoverdine,

respectivement (Potvin et al., 2008).

1.2.3 Les petits ARN non codants

Les petits ARN non codants (pARN) sont des molécules d’ARN dont la fonction principale ne
sera pas de mener a la synthése d’une protéine, mais de controler divers mécanismes de
régulation chez la cellule (Sonnleitner & Haas, 2011; Storz et al., 2011). 1l existe deux types de
PARN, ceux agissant en cis et ceux en trans. Les cis-pARN sont généralement produits par la
transcription du brin opposé a un gene. Une longue séquence complémentaire a I’ARNm du gene
en question permettra a ce cis-pARN de s’y lier et exercer son action, comme empécher la
traduction de I’ARNm (Brantl, 2007). Les trans-pARN quant a eux possedent leur propre région
génomique dédiée a leur transcription (Storz ef al., 2011). Une fois produit, les trans-pARN sont
libres d’exercer leur régulation sur leur cible. Plusieurs pARN sont importants pour réguler les
fonctions de P. aeruginosa. Le pARN CrcZ est impliqué dans le controle de la répression
catabolique via une inhibition du régulateur Hfq (Sonnleitner ez al., 2009). D’autres pARN sont

impliqués dans la régulation de I’homéostasie du fer (PrrF'I et PrrF2) et I’acquisition de ’héme
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(PrrH) et sont tous les trois codés par le méme locus (Oglesby-Sherrouse & Vasil, 2010). Le
pARN PhrS permet la traduction de MvfR (PqsR) en favorisant la disponibilité¢ du site de
fixation du ribosome de son ARNm (Sonnleitner & Haas, 2011). La transcription de PhrS est
augmentée par le régulateur Anr en condition d’anoxie (Hammond et al., 2015). Des pARN liés
au systeme Gac/Rsm, dont RsmY et RsmZ, seront discutés dans la section sur le fonctionnement

de Gac/Rsm (section 1.3) (Brencic et al., 2009; Janssen et al., 2018a; Miller et al., 2016).

1.2.4 Les seconds messagers

Les seconds messagers sont des molécules signals qui permettent de transmettre une information
a l’intérieur de la cellule. L’utilisation des seconds messagers implique 1’activation d’une
synthase qui produit la molécule signal et des protéines capables de lier de facon spécifique ce

signal pour générer une réponse dans la cellule.

1.2.4.1 L’AMP cyclique

L’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) est une molécule d’ATP ayant subi une
cyclisation catalysée par une enzyme adénylate cyclase (Lory ef al., 2004). La modulation de
I’activité des adénylates cyclases par diverses voies de régulation, dont la voie Pil-Chp (voir
section 1.4.1.1), contrdle I’abondance du second messager AMPc dans la cellule (Fulcher et al.,
2010). Chez P. aeruginosa, I’AMPc a une importance dans le contréle de I’expression des
facteurs de virulence via la protéine Vfr, qui agit comme activateur transcriptionnel une fois liée
a PAMPc (West et al., 1994). De plus, ’AMPc est impliqué dans le conditionnement des
cellules planctoniques a I’attachement a une surface, via la production de vague d’AMPc
cellulaire de plus en plus intense au fur et a mesure que les générations de cellules entrent en

contact avec une surface (Lee et al., 2018).

1.2.4.2  Le di-GMP cyclique

Le di-guanosine monophosphate cyclique (di-GMPc) est un second messager constitué¢ de deux

molécules de GTP fusionnées ensemble par une diguanylate cyclase (DGC), puis éventuellement
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dégradé par des phosphodiestérase (PDE) (Romling et al., 2005). Ce second messager a un rdle
trés important au niveau de la régulation du cycle de formation de biofilm des bactéries (Ha &
O'Toole, 2015). En général, les concentrations intracellulaires de di-GMPc sont plus élevées
lorsque la cellule sécréte sa matrice exopolymérique et plus faible lorsque la cellule est
planctonique (Ha & O'Toole, 2015). Il est maintenant plutét accepté que le di-GMPc agit soit via
des zones de concentration compartimentées (concentrations locales) qui fluctuent selon
I’activité des diguanylate cyclases et phosphodiestérases a proximité dans la cellule (Ha &
O'Toole, 2015). P. aeruginosa code dans son génome une quarantaine de DGC et PDE, chacune
ayant des fonctions distinctes qui ne peuvent pas toujours étre complémentées par 1’action d’une
autre DGC/PDE (Ha & O'Toole, 2015). Par exemple, les PDE DipA et RbdA sont impliquées
plus spécifiquement dans la dispersion du biofilm et requiert une concentration globale ¢levée de
di-GMPc dans la cellule avant d’étre active (Li et al., 2014; Morgan et al., 2006; Petrova et al.,
2015; Petrova & Sauer, 2012), ne pouvant donc pas étre fonctionnelle lorsque la cellule est
planctonique et motile (Wood, 2014). La concentration de di-GMPc peut étre détectée par des

protéines contenant un domaine PilZ, comme c’est le cas de la protéine HapZ (Xu et al., 2016).

1.3 La voie de régulation Gac/Rsm

Tel qu’expliqué a la section 1.2.1, pour s’adapter a sa niche écologique, P. aeruginosa bénéficie
de son grand nombre de senseurs kinases pour détecter les stimuli environnementaux. Ces
senseurs permettent la modulation du métabolisme de la bactérie via ’action des régulateurs de
réponse (Rodrigue ef al., 2000). Une des principales voies de régulation, qui module le mode de
vie adopté par la bactérie, est la voie Gac/Rsm (Francis et al., 2017; Mikkelsen et al., 2011b). Le
régulateur transcriptionnel GacA, sous le contrdle de son senseur kinase GacS, active la
transcription des petits ARN non-codants RsmY et RsmZ. A leur tour, ces pARN lient et
séquestrent le régulateur post-transcriptionnel RsmA (Francis et al., 2017; Mikkelsen et al.,
2011b). RsmA, un homologue de CsrA chez E. coli, est un répresseur de la traduction de
plusieurs ARNm cibles, principalement des génes liés a un mode de vie statique et des génes
codant pour des exoproduits (Brencic & Lory, 2009). RsmA a la capacité de lier les nucléotides

GGA situés au sommet d’une structure tige-boucle adoptée par ses nombreux ARNm cibles
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(Heeb et al., 2006; Janssen et al., 2018b). RsmA agit sous forme d’homodimere et requiert deux
sites GGA pour lier sa cible (Heeb ef al., 2006). Ces positions GGA sont généralement situées a
proximité du site de fixation du ribosome (RBS, Ribosome Binding Site) ; une liaison de RsmA

sur les tiges-boucles GGA bloque le RBS et la traduction de I’ARNm (Heeb ef al., 2006).

De la méme fagon, une liaison de RsmA au pARN RsmY ou RsmZ empéche cette liaison sur les
ARNm ciblés par RsmA. Le niveau de disponibilit¢ de RsmA dans la cellule, qui dépend entre
autres de la concentration de RsmY/RsmZ, est le facteur décisif quant au mode de vie préférable
pour P. aeruginosa, soit motile ou sessile (Francis et al., 2017; Mikkelsen et al., 2011b). La voie
Gac/Rsm est également impliquée dans le controle du métabolisme secondaire et I’expression de
facteurs de virulence. Etant une voie de régulation importante pour P. aeruginosa, beaucoup
d’autres voie de régulation convergent vers la voie Gac/Rsm pour moduler plus finement la

réponse de la bactérie envers diverses conditions de vie (Francis et al., 2017).

1.3.1 L’apex de la voie, le contréle sur GacS

Au sommet de la voie Gac/Rsm se trouve le senseur kinase GacS (Figure 1.3.1). Il s’agit d’un
senseur non-orthodoxe qui posséde un domaine receveur et HPT supplémentaires (Mikkelsen et
al., 2011b). A la suite de la détection d’un signal (encore inconnu), GacS forme un homodimére,
se phosphoryle et transfére son phosphate vers le régulateur de réponse GacA. La protéine GacA

phosphorylée est ainsi active et jouera son role d’activateur transcriptionnel dans la cellule.

Plusieurs autres senseurs kinase ont la capacité d’influencer le transfert de phosphate vers GacA
(Figure 1.3.1). Le senseur hybride LadS répond a la concentration de Ca*" et peut exploiter le
domaine HPT de GacS pour induire une phosphorylation de GacA (Broder et al., 2016;
Chambonnier et al., 2016). Chez la souche de P. aeruginosa UCBPP-PA14 (PA14), le géne ladS
est muté a la suite de la duplication d’un segment de son domaine senseur, qui crée une séquence
aberrante et une perte de fonction comparativement a la copie du gene sauvage retrouvée entre
autres chez I’autre souche de référence PAO1 (Mikkelsen et al., 2011a). Cette mutation entraine
une augmentation de la virulence chez PA14 qui concorde avec le role de LadS dans la voie

Gac/Rsm. La perte de LadS réduit I’expression des pARN, augmente la disponibilité de RsmA,
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favorise 1’adoption d’un mode de vie motile, induit I’expression du SST3 et accroit la virulence

de P. aeruginosa (Jimenez et al., 2012; Mikkelsen et al., 2011a).

Le senseur RetS est un autre senseur hybride capable de moduler I’action de GacS. Celui-ci agit
de fagon inhibitrice en formant principalement un hétérodiméere avec GacS, mettant ainsi fin au
phosphorelais avec GacA (Goodman et al., 2004; Goodman et al., 2009). Une récente étude
effectuée par Francis et ses collaborateurs montre bien la complexité qui existe dans la relation
entre RetS et GacS (Francis ef al., 2018). Grace a sa liaison avec GacS, RetS peut soit voler les
phosphates de GacS, ou bien déphosphoryler ou bloquer 1’autophosphorylation de GacS, qui
causera I’arrét de fonction de GacS. Il est d’autant plus impressionnant que chacun des trois
mécanismes d’inhibition de RetS affecte le dynamisme de RetS-GacS de facon différente,
puisque des mutants incapables d’effectuer I’un ou I’autre de ses mécanismes n’ont pas tous le
méme phénotype lors d’essai de motilité de type swarming (Francis et al., 2018). A I’interaction
entre RetS et GacS s’ajoute un troisieme senseur hybride, nommé PA1611, qui est capable de
lier et inhiber 1’action de RetS (Bhagirath ef al., 2017; Kong ef al., 2013). Les deux senseurs
hybrides ont de plus la capacité d’échanger des phosphates avec la protéine HptB (Hsu et al.,
2008). Ce phosphorelais semble possible seulement de PA1611 vers HptB et de HptB vers RetS,

ajoutant un niveau de complexité supplémentaire a la régulation de RetS sur GacS.

Malgré I’'importance de la régulation du S2C Gac dans 1’établissement d’une infection par
P. aeruginosa, trés peu est connu au niveau des signaux percus par les divers senseurs kinases
impliqués. LadS répond a la concentration intracellulaire de Ca®>" (Broder et al., 2016), GacS
serait activé par un signal produit a forte densité cellulaire chez P. protegens (Heeb et al., 2002)
et RetS serait activé par le lysat cellulaire de P. aeruginosa, tué par une autre bactérie comme
Burkholderia thailendensis (LeRoux et al., 2015). Toutes ces propositions demeurent vagues

quant a I’identité des signaux agissant sur la voie Gac/Rsm.
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Figure 1.3.1 Implication des senseurs kinases principaux impliqués lors de la transduction des signaux vers
GacA.
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Le senseur non-orthodoxe GacS posséde un domaine HPT (ovale) lui permettant de transmettre son phosphate vers
GacA. LadS, RetS et PA1611 sont des senseurs hybrides sans domaine HPT. LadS exploite le domaine HPT de
GacS pour phosphoryler GacA. RetS et PA1611 utilise la protéine HptB pour effectuer le phosphorelais. Les traits
pleins indiquent une action directe, les trait pointillés une action indirecte. Les tétes de fléche pointues signifient une
action positive, les tétes plates signifient une action négative. MI : Membrane interne.

1.3.2 La face de la voie, ’intégration des signaux vers les pARN

Le régulateur de réponse GacA est reconnu comme étant I’activateur principal de la transcription
des pARN RsmY et RsmZ (Brencic et al., 2009). Malgré le niveau de complexité de régulation de
GacS, d’autres voies de régulation ont la capacité de réguler I’expression des genes rsmY et rsmZ
de facon GacA-dépendante ou -indépendante. Une protéine capable de lier le ribosome nommeée
SuhB module I’expression de gacA de fagon indirecte (Li ef al., 2013; Shi et al., 2015). Chez un
mutant suhB-, la transcription de gacA, et par le fait méme la transcription de rsmY et rsmZ, est
augmentée sans agir sur gacS ni retS (Li et al., 2017). Etant associée au ribosome, SuhB serait
capable de moduler la vitesse de traduction, ce qui aurait un impact sur la transcription puisque
ces deux procédés sont couplés chez les procaryotes. Le geéne suhB posséde une séquence

similaire a d’autres génes codant pour une enzyme inositol-1-monophosphatase selon la base de
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données UniProtKB (www.uniprot.org), mais cette fonction n’a jamais ¢été validée chez

P. aeruginosa.

Il existe également des moyens de contourner la régulation de GacA. L’une de ces cascades de
signalisation implique les protéines HptB (PA3345) et HsbR-HsbA (PA3346-PA3347) (Bhuwan
et al., 2012; Lin et al., 2006). HsbR est un régulateur de réponse possédant a la fois une activité
kinase (active lorsque HsbR est non phosphoryl¢) et phosphatase (active lorsque HsbR est
phosphorylé) (Hsu et al., 2008). A la suite du transfert d’un phosphate de HptB vers HsbR, sa
fonction phosphatase s’active et retire un phosphate de la protéine anti-anti-facteur sigma HsbA,
qui pourra alors lier et séquestrer 1’anti-facteur sigma FlgM. Ce dernier agit normalement en
bloquant I’action de FliA (Hsu et al., 2008). Lorsque qu’un complexe HsbA-FIgM est formé,
FIiA est libre d’agir sur la transcription de ses genes cibles, en particulier les génes codant pour
I’activité flagellaire. Une délétion de hptB, hsbA ou hsbR méne a une augmentation de la
transcription du pARN RsmY de facon spécifique, et ce via un mécanisme de régulation encore
mal compris (Bordi et al., 2010). D’autres travaux effectués dans notre laboratoire montrent
qu’une délétion de AptB augmente I’expression de RsmY et RsmZ alors que HsbA et HsbR n’ont
pas un tel effet sur les pARN (Jean-Pierre ef al., 2016). Les deux études utilisent des souches de
P. aeruginosa différentes (PAK et PA14) et des conditions de culture différentes. Il est bien
connu que les diverses souches ont des différences marquées au niveau de certaines

caractéristiques phénotypiques.

Plusieurs autres mécanismes semblent influencer I’expression et I’action de RsmY et RsmZ de
facon indépendante 1I’un de I’autre (Figure 1.3.2). La chaperonne liant ’ARN Hfq peut lier
RsmY, mais pas RsmZ, stabilisant le pARN (Sorger-Domenigg et al., 2007). De son coté, la
transcription de RsmZ est réprimée par la prot¢ine H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring)
MvaT (Brencic ef al., 2009). Cette répression par les protéines H-NS serait réduite par le facteur
de transcription BswR, capable de lier la région promotrice de rsmZ et de favoriser 1’expression
de RsmZ, supposément en bloquant la liaison du répresseur MvaT (Wang et al., 2014a). Une
régulation du nombre de transcrits de RsmZ peut également se faire via ’action de la
ribonucléase CafA. Cette protéine est activée par le S2C BfiSR et dégrade le pARN RsmZ
(Figure 1.3.2)(Petrova & Sauer, 2010). Bien que CafA soit prédite comme étant une ribonucléase

G, son activité sur RsmZ n’a pas été démontrée in vitro.
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1.3.3 La base de la voie, le niveau de titration de RsmA

Il semble que les signaux percus par le S2C Gac et les voies convergentes ont tous pour but de
moduler le niveau de disponibilité du régulateur post-transcriptionnel RsmA (Francis et al.,
2017). La titration de RsmA dépend de sa quantit¢ dans la cellule, de la quantit¢ des pARN
RsmY et RsmZ ainsi que du nombre de transcrits des cibles de RsmA. RsmA peut d’ailleurs
réguler sa propre traduction en liant son ARNm (Jean-Pierre et al., 2015). Il est important aussi
de noter que malgré I’action complémentaire de RsmY et RsmZ, les deux pARN ont des
constantes d’affinité pour RsmA différentes et des niveaux d’expression différents dans le temps
(Janssen et al., 2018a; Janssen et al., 2018b). Cette modulation indépendante de la quantité¢ de
RsmY et RsmZ dans la cellule joue probablement un role crucial dans la régulation fine de

I’action de RsmA.

1.3.4 Les acteurs oubliés

Alors que les techniques d’analyse par bioinformatiques se sont perfectionnées, d’autres
¢léments homologues aux membres de la voie Gac/Rsm ont été identifiés. Ces nouveaux
régulateurs sont cependant trés peu intégrés dans les récentes études. Cette section fait un survol

de ces acteurs qui devraient étre considérés lors de 1’¢tude de la voie Gac/Rsm.
1.3.4.1 RsmN (RsmkF), le fréere de RsmA

L’espece Pseudomonas protegens possédait un homologue de RsmA nommé RsmE (Schubert et
al., 2007). Plus récemment deux groupes de recherche ont découvert un tel homologue chez
P. aeruginosa. Nommé RsmN (pour « Nouveau ») (Morris ef al., 2013) et RsmF (« F » étant la
lettre suivant « E ») (Marden et al., 2013). Cette protéine est décrite comme ayant une structure
et une fonction similaires a RsmA, malgré une séquence protéique différente. RsmN semble étre
capable de complémenter un défaut de RsmA et un mutant ayant une double délétion de rsmA et
rsmN possede un phénotype plus accentué qu’une délétion de rsmA seule (Marden et al., 2013).
RsmA et RsmN controlent un grand nombre de cibles communes, mais RsmN semble plus
spécifique a des sites GGA situés sur des tiges-boucles plus stables (Schulmeyer et al., 2016).
L’affinité des deux protéines pour les pARN RsmY et RsmZ est également différente (Janssen et

al., 2018b).
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1.3.4.2  RsmW et PA4570, le couple abandonné

Un troisieme pARN similaire & RsmY et RsmZ a été identifié par bioinformatiques dans la région
3’ non-traduite (UTR, Untranslated Region) d’un géne (PA4570) codant pour une protéine
similaire a environ 50% avec RsmA et RsmN (Miller et al., 2016). RsmW montre une capacité
de lier RsmA in vitro ainsi qu’une complémentation d’un double mutant »smY- rsmZ- (Miller et
al., 2016). De facon particuliére, 1I’expression de la région codant pour RsmW est augmentée
chez des mutants gacA- et rhlR-. De plus, I’expression de rsmW est plus élevée a 37°C qu’a
28°C, la région en amont du site de transcription posseéde un site de liaison de RpoH, le facteur
sigma li¢ a la réponse a des variations de température. La région de PA4570 ne possede pas de
site de terminaison de transcription prédit, indiquant que la transcription de PA4570-RsmW est
probablement liée (Miller et al., 2016). Malgré quelques mentions dans les revues, seul I’article

original traite de ces deux acteurs de la voie Gac/Rsm.

1.3.4.3 RsmV, le petit nouveau

Une plus récente étude a mis en lumicre ’existence d’un quatriéme pARN régulateur impliqué
dans la voie Gac/Rsm (Janssen ef al., 2018a). Nommé RsmV, ce pARN possede sa propre région
chromosomique et une affinité plus élevée pour RsmN in vitro, bien que cette affinité ne correle
pas nécessairement avec I’affinité in vivo (Janssen et al., 2018a). L’importance de RsmV et les

conditions favorables a son expression sont encore inconnues.
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Figure 1.3.2 Représentation schématique de la voie Gac/Rsm et des principales voies convergentes,
constituant la voie de régulation de I’alternance en un mode de vie motile ou sessile.

Les traits pleins indiquent une action directe, les traits pointillés une action indirecte. Les tétes de fleche pointues
signifient une action positive, les tétes plates signifient une action négative, les tétes arrondies signifient une action
positive ou négative. MI : Membrane interne. Le symbole étoilé lié a la protéine HapZ représente 1’association de la
molécule di-GMPc.
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1.4 D’autres voies de régulation

1.4.1 La détection de surface

L’adaptation a une surface est cruciale pour 1’adoption d’'un mode de vie sessile et la formation
d’un biofilm. Deux voies sont connues chez P. aeruginosa pour reconnaitre la présence d’un

substrat solide.
1.4.1.1 La voie Pil-Chp

Une cellule planctonique libre initie généralement son premier contact avec une surface via
I’adhésion réversible de son flagelle et ses pili de type IV (PT4) (Belas, 2014; O'Toole & Wong,
2016). L’adhésion du pilus est connue pour activer la voie Pil-Chp (Figure 1.4.1), via une
interaction proposée de la piline PilA et le senseur Pil] (Persat et al., 2015). La rétraction du
pilus semble étre le signal qui active Pil] et le complexe Pil-Chp, activant ainsi I’adénylate
cyclase CyaB et causant une augmentation de I’AMPc dans la cellule (Fulcher et al., 2010).
L’AMPc a la capacité de promouvoir la biogénése des PT4 via le régulateur Vfr (Beatson ef al.,
2002a). Les PT4, la voie Pil-Chp et la production de I’AMPc sont responsables du

conditionnement a une surface (Lee ef al., 2018).

A la suite de cette cascade d’AMPc, I’association des pili avec la protéine PilY1 permettrait
I’activation de la diguanylate cyclase SadC et une hausse de production de di-GMPc (Luo et al.,
2015). Cette association permettrait la transition vers un attachement irréversible, I’arrét de la

motilité et 'initiation du biofilm (O'Toole & Wong, 2016).
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Figure 1.4.1 Transduction du signal des pili de type IV vers le complexe Pil-Chp.

ME : Membrane externe. PG : Peptidoglycane. MI : Membrane interne. FV : Facteurs de virulence. Image adaptée
de (Inclan et al., 2016)

1.4.1.2 Lavoie Wsp

Un autre complexe protéique est responsable de détecter un signal li¢ a un développement sur
une surface chez P. aeruginosa. Nommé Wsp, ce complexe est similaire a un systetme de
chimiotaxisme et regroupe les protéines WspA a WspF, et WspR, une diguanylate cyclase
(DGC) (Figure 1.4.2) (Hickman et al., 2005). Lorsque WspA détecte son signal inconnu, mais
associé a la vie sur une surface, le signal est transduit via le complexe Wsp jusqu’a I’histidine
kinase WspE (O'Connor et al., 2012). Cette derniere phosphoryle et active WspR, qui se
regroupent en grappe et produisent le di-GMPc. Une hausse de di-GMPc par cette DGC favorise
la transcription des opérons ps/ et pel, qui code pour les génes impliqués dans la production
d’exopolysaccharides (Hickman et al., 2005). Les complexes Wsp sont principalement regroupés
a la membrane interne, sur les cotés latéraux de la cellule bactérienne (Guvener & Harwood,

2007; O'Connor et al., 2012).
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Figure 1.4.2 Structure du complexe Wsp.

Image adaptée de (Belas, 2014).

1.4.2 La répression catabolique CCR

P. aeruginosa est capable d’utiliser un grand nombre de composés carbonés différents pour
combler ses besoins énergétiques. Les sources de carbone préférées de P. aeruginosa sont les
sous-produits du cycle de I’acide citrique (TCA) comme le succinate (Rojo, 2010). Lorsque qu’il
y a présence de ces sources de carbone préférées, la répression catabolique du carbone (carbon
catabolite repression, CCR) est active, causant I’arrét de la traduction des genes impliqués dans
le métabolisme des sucres, comme le glucose (Sonnleitner ef al., 2009). Le contrdle de la CCR se
fait de fagon trés similaire au controle de RsmA chez la voie Gac/Rsm. Sous I’action du systéme
a deux composantes CbrAB, le pARN CrcZ est transcrit alors que des sources de carbone non-
optimales sont présentes dans le milieu (Valentini et al., 2014). CrcZ peut lier la chaperonne a

ARN Hfq, qui agit pour inhiber la syntheése de protéines liées au métabolisme de sources de

carbone alternatives (Sonnleitner & Blasi, 2014).
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1.5 L’histidine phosphotransférase, HptB

Le relais entre les senseurs kinases hybrides et leurs régulateurs de réponse est effectu¢ par les
trois protéines Hpt connues dans le génome de P. aeruginosa : HptA, HptB et HptC (Rodrigue et
al., 2000). De celles-ci, seule HptB est bien caractérisée, les deux autres font treés peu I’objet de
travaux publiés. HptB transfére les groupements phosphates de ses senseurs kinases hybrides

conjugués vers au moins un régulateur de réponse connu (Hsu et al., 2008).

1.5.1 Senseurs kinases interagissant avec HptB

Jye-Lin Hsu et son équipe ont caractérisé l’interaction possible entre divers senseurs kinase
hybrides et HptB. Parmi les 12 senseurs testés, quatre étaient capables de d’effectuer un
phosphorelais avec HptB (Hsu et al., 2008). Ces senseurs sont PA1611, ErcS' (PA1976), SagS
(PA2824) et RetS (Figure 1.3.2), et sont capables d’une interaction directe confirmée par double
hybride bactérien (Houot et al, 2012; Hsu et al., 2008). RetS et PA1611 sont capables
d’influencer 1’activité de GacS (directement et indirectement, respectivement) (Francis et al.,
2018; Goodman et al., 2009; Kong et al., 2013). SagS peut interagir avec le senseur BfiS, le
senseur du S2C BfiSR responsable de la transcription de caf4 (Petrova & Sauer, 2010), et peut
influencer le niveau des pARN RsmY et RsmZ de facon GacA-dépendante (Petrova & Sauer,
2011). SagS est généralement phosphorylé en conditions de culture planctonique (Petrova &
Sauer, 2011). De plus, le transfert du phosphate de SagS vers HptB est inhibé par la protéine
contenant un domaine PilZ, HapZ. Les domaines PilZ sont capables de détecter le di-GMPc.
Dans le cas de HapZ, une quantité élevée de di-GMPc favorise I’inhibition du transfert de
phosphate (Xu ef al., 2016). Le senseur ErcS’ (PA1976) est principalement connu pour son role
dans le contrdle de ’oxydation de 1’éthanol, mais a ét¢ impliqué dans la détection de 1’oxide
nitrique (NO) (Hossain & Boon, 2017; Mern ef al., 2010). Dans la récente étude de Houssain et
Boon en 2017, ErcS’ (nommé NahK dans 1’étude) subit I’activité inhibitrice de la protéine NosP,
qui détecte le NO et bloque ainsi 1’activité kinase de ErcS’. Le senseur ErcS’ et son homologue
ErcS ne sont pas transmembranaire, tous les deux étant retrouvés dans le cytoplasme (Mern et

al., 2010).
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1.5.2 Déficience de swarming et controle surface-dépendant de RsmZ

Le geéne hptB a été identifié comme étant important pour la motilit¢ de type swarming (Figure
1.1.3). Un mutant AhptB montre un défaut trés prononcé de cette motilité malgré sa capacité a
produire des rhamnolipides et produire un flagelle fonctionnel (Jean-Pierre et al., 2016;
Tremblay, 2011). Tout semble indiquer que HptB peut contrdler un autre élément essentiel de la
motilité de type swarming encore inconnu. Il a également été observé que le défaut de swarming
est aboli lorsque la délétion des geénes rsmY et rsmZ est combiné a la délétion de AptB (Jean-
Pierre et al., 2016). Un triple mutant AhptBArsmYArsmZ montre la méme capacité¢ de

déplacement qu’un double mutant ArsmYArsmZ (Figure 1.5.1).

AhptB ArsmYZ AhptBrsmY  AhptBrsmZ  AhptBrsmYZ

Figure 1.5.1 Swarming du mutant AhptB et complémentation du défaut par la délétion de rsmY et rsmZ.

La comparaison entre la souche sauvage et le mutant A/ptB est montrée a la Figure 1.1.3. Image adaptée de (Jean-
Pierre et al., 2016).

La perte de HptB cause une surexpression des deux pARN qui serait la cause du défaut de
swarming (Jean-Pierre et al., 2016). Il a alors été proposé¢ que HptB a une action négative
indirecte sur I’action de GacA et que la perte de HptB signifierait une action plus prononcée de
GacA. La délétion de gacA a donc été combinée a la délétion du gene AptB. Chez ce double
mutant, I’expression de RsmY est réduite alors que I’expression de RsmZ est augmentée (Figure
1.5.2), supposant que HptB peut activer I’expression de rsmZ de fagon GacA-indépendante via
un mécanisme indirect toujours mal compris (Jean-Pierre et al., 2016). De plus, cette
surexpression de rsmZ est seulement observée lorsque le double mutant AhptBgacA::MrT7
(insertion du transposon Mar2xT7 dans gacA) est cultivé sur la surface d’un milieu gélosé
(Figure 1.5.2). Il a donc été proposé que sous ’action d’un signal présent lorsque P. aeruginosa

se développe sur une surface, HptB peut réprimer 1’expression de rsmZ.
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Figure 1.5.2 Différence d’expression des pARN RsmY et RsmZ selon les conditions de culture.

L’expression de RsmZ varie selon une croissance en bouillon (planctonique, en A) ou sur une surface (swarming, en
B) chez le mutant AhptBgacA::MrT7. Adapté de (Jean-Pierre ef al., 2016).
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1.6  Problématique

Alors qu’un mutant AhptB surexprime a la fois RsmY et RsmZ et qu’un mutant gacA- sous-
exprime ces deux pARN, un double mutant AhptBgacA- présente une surexpression de son

PARN RsmZ lorsqu’il se développe sur une surface.

1.6.1 Hypothése

Il existe un ou plusieurs genes capables d’induire 1’expression de RsmZ de fagon surface-

dépendante en absence de HptB et de fagon GacA-indépendante.

1.6.2 Objectif

L’objectif du projet est d’identifier grice a un criblage les éléments de régulation génique
capables d’influencer 1’expression surface-dépendante de rsmZ chez P. aeruginosa PAl4. Le
criblage permettra également d’identifier d’autres voies impliquées dans la transcription de
RsmZ. Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet permettront de mettre en lumicre la

complexité de régulation de la voie Gac/Rsm.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Bactéries et conditions de culture

Les souches bactériennes utilisées dans le cadre de ce projet sont listées dans le Tableau 2.1. Les
souches ont été cultivées de facon routiniére dans du milieu TSB (Tryptic Soy Broth) avec ou
sans agar (ALPHA Biosciences) a une concentration finale de 1,5% (TSA). Lorsque indiqué, les
essais ont été effectués avec le milieu M9 modifi¢ (MO9DCAA) contenant 1,07 g-L™! NH4Cl, 1,7
g- L1 Na;HPOs, 2,99 g-L! KH,PO4, 0,5 g-L! NaCl, 5 g-L! d’acide casaminés (Difco), I mM
MgSOs4, 1 mM CaCl; et 1 mM dextrose, non supplémenté d’agar (liquide), supplémenté de 2,5
g-L! de bacto-agar (Difco) (visqueux), 5 g-L! bacto-agar (Difco) (semi-solide) ou 15 g-L! agar

(ALPHA Biosciences) (solide).

Tableau 2.1 Liste des souches utilisées dans le cadre de cette étude.

Nom Génotype Référence Numéro de
collection
Pseudomonas aeruginosa
UCBPP-PA14 (PA14) | Souche sauvage parente (WT) Stock de laboratoire Eric | ED14
Déziel (Rahme et al., 1995)
WT Prmz-lacZ PA14 ::.CTX-PrmzlacZ (Jean-Pierre, 2017) ED2012
gacA- gacA::MrT7 (Id :34781) (Liberati et al., 2006) ED1800
gacA- Pwz-lacZ gacA:MrT7 ::CTX-Pgmz-lacZ Cette étude ED3213
AhptB AhptB (Jean-Pierre et al., 2016) ED1214
AhptB Prsmz-lacZ AhptB ::CTX-Pysmz-lacZ (Jean-Pierre, 2017) ED2730
AhptBgacA- AhptB gacA::MrT7 (I1d :34781) (Jean-Pierre et al., 2016) ED2654
AhptBgacA- Prsmz-lacZ | AhptB gacA::MrT7 ::CTX-P,mz- | Cette étude ED3214
lacZ
Transposants CMA1- Charles Morin Criblage A #1 a | Cette étude, voir tableau | N/A
190 #190 Annexe |
AgacA AgacA Cette étude ED3440
AgacA Prsmz-lacZ AgacA ::CTX-Prmz-lacZ Cette étude ED3442
AhptBAgacA AhptBAgacA Cette étude ED3441
AhptBAgacA Prsmz-lacZ | AhptBAgacA ::.CTX-Prymz-lacZ Cette étude ED3443
fatA- fatd::MrT7 (I1d :56302) (Liberati et al., 2006) ED3303
fatA- Prmz-lacZ fatA:MrT7 :.CTX-Prmz-lacZ Cette étude ED3853
prt- PA14 08070::MrT7 (Id :56201) | (Liberati et al., 2006) ED3404
prt- Prgnz-lacZ PA14 08070::MrT7 2:CTX- | Cette étude ED3854
Prsmz-lacZ
truB- truB::MrT7 (Id :57118) (Liberati et al., 2006) ED3406
truB- Pysmz-lacZ truB::MrT7 ::CTX-PrmzlacZ Cette étude ED3855
rluD- rluD::MrT7 (I1d :55505) (Liberati et al., 2006) ED3407
rluD- Pygnz-lacZ rluD::MrT7 ::.CTX-Pumz-lacZ Cette étude ED3856
prfC- prfC::MrT7 (Id :31568) (Liberati et al., 2006) ED3433




prfC-Prgmz-lacZ prfC:MrT7 ::.CTX-PrmzlacZ Cette étude ED3857
PA14 58850- PA14 58850:MrT7 (Id :22523) | (Liberati et al., 2006) ED3435
PA14 58850- P,gnz- PA14 58850 ::MrT7 =CTX- | Cette étude ED3858
lacZ Prsmz-lacZ

ApgsE ApgsE (Déziel et al., 2004) ED36
ApgsE Prgmz-lacZ ApgsE :CTX-Prymz-lacZ Stock de laboratoire ED2014
ApgsEAhptB ApgsEAhptB Cette étude ED3851
ApgsEAhptB Prswz-lacZ | ApgsEAhptB ::CTX-P smz-lacZ Cette étude ED3852
ApgsEAgacA ApgsEAgacA Cette étude ED3622
ApgsEAgacA Prgnz- ApgsEAgacA ::CTX-P.mz-lacZ Cette étude ED3623
lacZ

mvfR- mvfR- (Cao et al., 2001) ED35
mvfR- Prsmz-lacZ mvfR- ::CTX-Psmz-lacZ Cette étude ED3664
pqsC- pgqsC- (non polaire) (Lesic & Rahme, 2008) ED218
pqsC- Pumz-lacZ pqsC- ::CTX-Pgmz-lacZ Cette étude ED3665
pgsD- pgsD- (non polaire) (Dulcey et al., 2013) ED690
pgsD- Prgmz-lacZ pgsD- ::CTX-Psmz-lacZ Cette étude ED3859
Escherichia coli

%7213 pUT-mini-tnJ- %7213 pUT-mini-tn5-Km (de Lorenzo et al., 1990) ED2724
Km

SM10 pEX18Ap- SM10 pEX18Ap-AgacA (Jean-Pierre, 2017) ED2966
AgacA

SM10 pEX18Ap- SM10 pEX18Ap-AhptB (Jean-Pierre et al., 2016) ED2970
AhptB

SM10 pMini-CTX- SM10 pMini-CTX-P snz-lacZ (Brencic et al., 2009) ED1994
Prsmz-lacZ

DHS5a pUCP20-pgsE DHS5a pUCP20-pgsE (Yuet al., 2009) EDI1355

2.2 Conception des amorces utilisées

La liste complete des amorces, leur séquence et leur fonction est présentée dans le Tableau 2.2.

Les amorces CM_Tn5 OEnd R1 et CM_Tn5 OEnd R2 ont été congues a partir de la séquence

du plasmide pUT-mini-Tn5-Km en se basant sur les caractéristiques des amorces décrites par

(Jacobs et al., 2003).

Tableau 2.2 Liste des amorces utilisées lors de cette étude

Nom Séquence Utilisation Référence
CEKG2A GGCCACGCGTCGACTAGTAC- Amorce  dégénérée - | (Jacobs et al,
NNNNNNNNNNAGAG Amplification transposon | 2003)
ronde 1
CEKG2B GGCCACGCGTCGACTAGTAC- Amorce  dégénérée - | (Jacobs et al,
NNNNNNNNNNACGCC Amplification transposon | 2003)
ronde 1
CEKG2C GGCCACGCGTCGACTAGTAC- Amorce  dégénérée - | (Jacobs et al,
NNNNNNNNNNGATAT Amplification transposon | 2003)
ronde 1
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CEKG4 GGCCACGCGTCGACTAGTAC Amorce  dégénérée - | (Jacobs et al,
Amplification transposon | 2003)
ronde 2

CM_Tn5 OEnd R1 TCACCGGATCCCCGGGAATT Amplification transposon | Cette étude
TnJ ronde 1

CM_Tn5 OEnd R2 GCGGCCGCACTTGTGTATAA Amplification transposon | Cette étude

Tn5 ronde 2

pgsE2F AGAGTCTCGAAGACGGACTGCTG | Confirmation de  la | (Déziel et al,
délétion de pgsE 2004)

pgsE3R TCGCTCAACGGTGCCAGCAA Confirmation de  la | (Déziel et al,
délétion de pgsE 2004)

FJP_PA14 gacA for TCGGCGATGGTCGCTATG Confirmation de  la | (Jean-Pierre,
délétion de gac4 2017)

FJP_PA14 gacA Rev | TAGCGAGGAAGGCGCTCGC Confirmation de  la | (Jean-Pierre,
délétion de gac4 2017)

FJP_hptB conf for GAATTGTCCGATCGTTGCCA Confirmation de  la | (Jean-Pierre ef al.,
délétion de hptB 2016)

FJP hptB conf Rev GTTGCAGGTCACCGCGCC Confirmation de  la | (Jean-Pierre et al.,
délétion de hptB 2016)

sacB-T (forward) TCACGGCTACCACATCGTC Validation de la perte de | Martin Lamarche,
sacB Labo Déziel

sacB-R TGCAATCAGCGGTTTCATCAC Validation de la perte de | Martin Lamarche,
sacB Labo Déziel

rsmY_ FWD AGGAAGCGCCAAAGACAATA Amplification qPCR de | (Jean-Pierre et al.,
RsmY 2016)

rsmY_REV GGGTTTTGCAGACCTCTATCC Amplification qPCR de | (Jean-Pierre et al.,
RsmY 2016)

rsmZq FWD GAACACGCAACCCCGAAG Amplification qPCR de | (Jean-Pierre et al.,
RsmZ 2016)

rsmZq REV CCACTCTTCAGTCCCTCGTC Amplification qPCR de | (Jean-Pierre et al.,
RsmZ 2016)

gnadB F CTACCTGGACATCAGCCACA Amplification qPCR de | (Tremblay &
NadB Deziel, 2010)

gnadB R GGTAATGTCGATGCCGAAGT Amplification qPCR de | (Tremblay &
NadB Deziel, 2010)

2.3  Construction des souches mutantes et complémentations

Les plasmides employés lors du projet sont répertoriés dans le Tableau 2.3. La délétion des génes

sans marqueurs de résistance est effectuée grace au plasmide suicide de type pEX18, transféré

d’une souche donneuse E. coli SM10 vers la souche de P. aeruginosa d’intérét par conjugaison.

La stratégie de délétion exploite ’insertion par recombinaison homologue d’une cassette de

résistance et du géne de contre-sélection sacB dans le géne ciblé. A la suite de la conjugaison, les

cellules sont étalées sur milieu contenant 1’antibiotique de sélection de la cassette pour

sélectionner les clones ayant effectués la premicre recombinaison. Cette cassette est excisable a
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la suite de son insertion par un deuxiéme événement de recombinaison et I’absence du gene sacB

peut étre sélectionnée par 1’ajout de sucrose (concentration finale de 100 g-L™") dans le milieu.

L’enzyme SacB produira un métabolite toxique a partir du sucrose et seuls les mutants ayant

excisés la cassette pourront croitre. La délétion du gene et la perte de sacB sont confirmées par

amplification par PCR utilisant les amorces décrites dans le Tableau 2.2.

Tableau 2.3 Liste des plasmides utilisés durant le projet.

Nom

Utilité

Référence

pUT-mini-Tn5-Km

Transposition du mini-Tn5

(de Lorenzo et al., 1990)

pEX18Ap-AgacA (pFIP19)

Délétion du géne gacA

(Jean-Pierre, 2017)

pEX18Ap-AhptB D¢létion du gene hptB (Jean-Pierre et al., 2016)
pUCP20-pgsE Complémentation pgsE (Yu et al., 2009)
pFLP2 Excision de la cassette tetR du | (Hoang et al., 1998)

rapporteur Prgmz-lacZ
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2.4 Criblage par mutagénése aléatoire avec le transposon mini-Tn5-Km

Pour identifier les génes impliqués dans la surexpression de RsmZ sur une surface, observée chez
le mutant PA14 AhptBgacA::MrT7, un criblage par transposon a été effectué¢ en utilisant le
transposon Tnj-Km, notamment a cause d’une incompatibilité de marqueurs de résistance avec
la souche et d’autres transposons. Le transposon mini-Tn5-Km posséde une cassette de
résistance a la kanamycine et est contenu dans le plasmide pUT. La Figure 2.4.1 résume les

étapes du criblage.

1. Transposition

2. Etalement

P. aeruginosa PA14
AhptBgacA:MrT7

—> 000 T060HM0
e —————

6. Seéquencage

Figure 2.4.1 Schéma de la méthodologie du criblage Tn5::km

1. Transposition du transposon TnJ5::km dans la souche AhptBgacA::MtT7 Pgnz-lacZ.
2. Etalement des transposants sur milieu MODCAA. 3. Sélection des transposants
blancs. 4. Validation de la transcription de rsmZ par dosage B-gal. 5. Extraction de
I’ADN génomique des candidats et amplification du Tn5 par PCR. 6. Identification du
site d’insertion par séquengage Sanger.
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2.4.1 Ajout du rapporteur P.uz-lacZ dans le mutant PA14 AhptBgacA::MrT7

Pour évaluer I’expression du géne rsmZ et identifier les transposants ayant une potentielle
inactivation de la surexpression de rsmZ quand la souche est cultivée sur une surface,
’utilisation du rapporteur transcriptionnel P,nz-lacZ a été envisagée. Ce rapporteur couple la
région promotrice de rsmZ a la région codante de I’enzyme béta-galactosidase (B-gal) LacZ,
permettant ainsi de mesurer indirectement le niveau d’expression de rsmZ en mesurant la
quantité de B-galactosidase produite par le rapporteur. Le rapporteur se trouve sur le plasmide
pMiniCTX- Pymz-lacZ (tetR). 11 s’agit d’un plasmide intégratif possédant un site nommé AttP
capable d’intégrer une région génomique AttB par recombinaison homologue. Le résultat est une
construction permanente dans le génome de la souche d’étude, sans devoir la maintenir par
I’ajout d’antibiotiques, a I’instar des plasmides. Le plasmide pMiniCTX-P,suz-lacZ a été
transféré dans le génome de P. aeruginosa par conjugaison de la souche donneuse E. coli SM10.
P. aeruginosa et la souche donneuse sont cultivées sans agitation a 42°C et 37°C,
respectivement, jusqu’a 1’obtention d’une densité optique (DO) a 600nm d’environ 2,0. Les deux
cultures sont alors centrifugées, les culots sont combinés et resuspendus dans un volume total de
100-150 pL avec du TSB. Ce volume est déposé au centre d’une gélose nutritive puis incubé a
37°C de 20h a 24h. Les cellules sont récoltées et étalées sur milieu gélosé nutritif avec ajout de
tétracycline 125 pg/mL pour sélectionner les P. aeruginosa ayant intégré la construction et ajout
de triclosan 25 pg/mL pour contre sélectionner la souche donneuse E. coli. Les clones obtenus a
la suite de la sélection par 1’antibiotique sont testés pour leur capacité a produire la -

galactosidase.

2.4.2 Excision de la cassette de résistance du rapporteur

La cassette de résistance fefR (résistance a la tétracycline) se situe entre deux sites cible de la
recombinase Flp appelés frt, permettant ainsi l’excision de la cassette de I’insertion
chromosomique par le systtme employant la recombinase Flp. Pour effectuer I’excision de la
cassette, le plasmide pFLP2 exprimant la recombinase est transféré dans la souche d’intérét par
¢lectroporation. La souche d’intérét est cultivée durant la nuit jusqu’a 1’obtention d’une culture

dense. Cette culture est par la suite lavée trois fois par centrifugation et resuspension du culot
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dans une solution de 300 mM de sucrose. Apres ces étapes de lavage, les bactéries sont
suspendues dans un volume final de 100 uL de solution sucrose (300 mM). A ces cellules est
ajouté 1 pL du produit d’extraction du plasmide pFLP2 obtenu par la trousse Plasmid DNA
Extraction Mini Kit (Favorgen). Le mélange est placé dans une cuvette d’électroporation de
2mm et subi une tension de 2500V (1300V pour une cuvette de 1mm). Les cellules traitées sont
rapidement resuspendues dans ImL de milieu TSB, incubées au moins une heure a 37°C, puis
¢talées sur milieu TSA contenant 250 pg/mL de 1’antibiotique carbénicilline pour maintenir le
plasmide. Les clones obtenus sont alors striés en paralléle sur milieu gélosé avec et sans ajout de
tétracycline. Les souches qui ont bel et bien subies I’excision ont perdu la cassette de résistance

tetR et ainsi la capacité de croitre en présence de tétracycline.

2.4.3 Transposition du mini-Tn5-Km

Le transfert du plasmide pUT-mini-Tn5-Km a été effectué par conjugaison de la souche
donneuse E. coli X7213 vers le mutant PA14 AhptBgacA::MrT7 ::CTX-P,gmz-lacZ. La souche de
E. coli X7213 est auxotrophe et doit donc étre cultivée en présence d’acide diamino pimélique
(DAP, Diaminopimelic acid) dans le milieu & une concentration finale de 100 mg/L. La
conjugaison a ¢été¢ effectuée par la méthode de la goutte. En bref, P. aeruginosa et la souche
donneuse sont cultivées sans agitation a 42°C et 37°C, respectivement, jusqu’a DOsoo = 2,0. Les
deux cultures sont alors centrifugées, les culots sont combinés et resuspendus dans un volume
total de 100-150 puL de TSB. Ce volume est déposé au centre d’une gélose TSA puis incubé a
37°C de 20 a 24h. Les cellules sont récoltées et resuspendues dans une solution de stockage a -
80°C (TSB + 40% glycérol) en plusieurs aliquots de 100 pL. Pour estimer la quantité¢ de
transposants obtenus, un aliquots est utilisés pour effectuer un décompte des colonies capable de
croitre sur milieu contenant I’antibiotique néomycine a une concentration de 200 pg/mL,

indiquant I’intégration du transposon mini-Tnj5-Km.
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2.4.4 Culture et sélection des transposants

La sélection des transposants se fait sur milieu MIDCAA supplémenté¢ de 300mg/L de
néomycine, 80 mg/L de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) et solidifi¢
avec 15 g/L d‘agar bactériologique (ALPHA Biosciences). Le milieu est coulé dans des grandes
plaques de culture de 20 cm x 20 cm (environ 200mL par plaque), et séché quelques minutes
dans une enceinte de sécurité biologique. A partir de I’estimation de la quantité de transposants
par aliquot, un volume de cet aliquot est sélectionné pour étaler sur chaque plaque de criblage.
Les plaques sont incubées a 37°C pendant 24 heures puis laissées a température ambiante pour
20-24 heures supplémentaire. Les mutants pour lesquels le transposon ne provoque pas d’effet
sur la transcription de rsmZ apparaissent bleus a cause de la suractivation du rapporteur Ppz-
lacZ intégré dans leur chromosome. La béta-galactosidase LacZ ainsi produite hydrolysera le X-
Gal dans le milieu, libérant le groupement indole du galactose et formant un pigment bleuté. Les
transposants apparaissant blancs ou bleus pales ont été sélectionnés pour leur possible diminution
d’expression de rsmZ. Ces transposants ont été striés de nouveau sur milieu nutritif contenant

200 pg/mL de néomycine, puis stockés au congélateur -80°C.

2.4.5 Evaluation qualitative et dosage de la p-galactosidase

Les transposants d’intéréts obtenus ont été analysés pour confirmer leur niveau d’expression de
la B-galactosidase. Ceux-ci ont été cultivés dans du TSB jusqu’a 1’obtention d’une culture dense
dilués a une densité optique a 600nm = 3,0. Trois gouttes de 5 pL de cette suspension de cellule
ont été déposées sur la surface d’un milieu MIDCAA solide contenant du X-gal. Les milieux
inoculés ont été incubés a 34°C pendant 12 heures. A la suite de I’incubation, la couleur des
colonies formées par les gouttes de suspension a été notée. Les colonies ont par la suite été
suspendues dans du PBS. Cette suspension a été utilisée pour le dosage de la B-galactosidase par

I’un des deux protocoles suivants :

[1] protocole basé sur I’essai original de Miller (Miller, 1972). Les cellules sont suspendues dans
1 mL de PBS. La lecture de la DO a 660nm est utilisée pour estimer la quantité¢ de cellules dans

la suspension, puis 100 pL de cette suspension sont transférés dans 900 pL de tampon
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réactionnel (Tampon Z : 16,1 g/L Na,HPO4-7H>0; 5,5 g/l NaH>PO4-H>0; 0,75 g/L KCl; 0,246
g/L MgS04-H20 et 2,7 mL/L de B-mercaptoéthanol) puis les cellules sont lysées par 1’ajout de
deux gouttes de chloroforme et une goutte de SDS 0.1%, vortexées 10 secondes et incubées a
30°C pendant 5 min. L’ajout de 200 pL de solution contenant le réactif ONPG (ortho-
nitrophényl-B-D-galactopyrannoside) a une concentration de 4 g/LL dans un tampon phosphate
(0.1 M, pH 7). L’ajout de cette solution démarre la réaction, qui repose sur le principe que la
molécule de couleur jaune ONP (ortho-nitrophénol), normalement couplée a un galactose
(formant I’ONPG qui ne posséde pas de couleur), est libérée dans la solution par I’activité -
galactosidase de I’enzyme LacZ. La réaction est arrétée par I’ajout de 200 uLL de Na>xCO3; 1M et
le temps de réaction est noté. L’intensité de la couleur jaune formée par la libération du ONP
peut étre mesurée par la lecture de la DO a 420nm de la solution. Avant la lecture de la DO, les
tubes contenant la réaction sont centrifugés pour retirer les déchets cellulaires. En connaissant
I’intensité¢ de la couleur jaune (DOa420), la concentration de cellules (DOegoo) et le temps de
réaction, il est possible de calculer le nombre d’enzymes LacZ ayant participées a la réaction, par

cellules, grace a la formule de Miller :

1000 = DO1

., Miller = ——— 29~
Unités de Miller T+v+D02

Equation 2.4.1 Formule originale pour le calcul de I’activité p-gal.

Ou DO représente la DO 420nm mesurée a la suite de la réaction,
T représente le temps de réaction (en minutes),
v représente le volume de cellules ajouté a la réaction (en mL),
DO2 représente la concentration de cellule (DOgo).

L’Unité de Miller donne un indice de la quantité de B-galactosidase produite par un rapporteur
(transcriptionnel ou traductionnel).

[2] protocole de dosage a haut débit proposé par Thibodeau et ses collaborateurs (Thibodeau et
al., 2004). Les cellules provenant de la colonie sacrifiée sont resuspendues dans 200 pL de PBS
dans un puit de plaque 96 puits. Une lecture de la DOgoo est effectuée au NanoDrop (lecture
individuelle de chaque puit) ou au Cytation 3 (lecture de la plaque enti¢re). La lyse des cellules
est effectuée en prélevant 80 pL de la suspension et en y ajoutant 20 pL de solution de lyse (5X)
constitué de Popculture 5X (Millipore) supplémenté de 5 g/L lysozyme (Sigma), en mélangeant a
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la pipette et incubant a 30°C pendant 20 minutes. La réaction est effectuée en cinétique dans une
plaque 96-puits. Le mélange réactionnel est constitué¢ de 135 puLL du tampon de réaction (Buffer
Z), 20 pL de lysat cellulaire et 30 pL du réactif ONPG (4 g/L). L’ajout du ONPG démarre la
réaction et la plaque doit étre insérée rapidement dans le lecteur de plaque (Cytation 3).
L’appareil prend une lecture de la DOa42o de la plaque enti¢re a toutes les 15 secondes pendant
une heure. La pente de DOa42o en fonction du temps est utilisée pour calculer les Unités de Miller

selon la formule :

1000 * P * FC1 = FC2

Unité de Miller = D02 + v FC3

Equation 2.4.2 Formule de Miller adaptée pour la mesure de Pactivité f-gal en plaque 96-puits

ou P représente la pente de la courbe de la DO4y en fonction du temps (en minute),
FC1 représente le facteur de correction pour une lecture de la DOy au lecteur de plaque,
FC2 représente le facteur de correction de I’effet de I’ajout de Na2CO3 sur la DO,
DO2 représente la concentration de cellule dans la suspension utilisée dans la réaction,
v représente le volume de la suspension utilisé pour la réaction,
FC3 représente le facteur de correction pour une lecture de DOgoo effectuée au lecteur de plaque.

L’Unité de Miller donne un indice de la quantité de B-galactosidase produite par un rapporteur
(transcriptionnel ou traductionnel).

FCI1 corrige pour une lecture au lecteur de plaque (comparativement au Nanodrop), FC2 corrige
pour I’effet de 1’ajout de Na,CO3 sur la DO42¢. L’ajout de Na,COs intensifie la couleur jaune du
ONP, le protocole haut-débit n’utilise pas de Na:COs et ce facteur corrige pour cette étape
manquante, FC3 corrige pour une lecture de DOeoo effectuée au lecteur de plaque
(comparativement au Nanodrop). Les trois facteurs de correction (FC1, FC2 et FC3) sont requis
seulement lorsque les résultats doivent étre comparés a des essais effectués avec le protocole
original et n’influence pas le résultat relatif obtenu au sein d’'un méme essai. La valeur des
différents facteurs de correction est évaluée a FC1 =1,98; FC2 =2,13 et FC3 =3,00 :

Le calcul du FC1 se fait par une mesure parallele de solution d’ONP a plusieurs concentrations.
Pour ce faire, un mélange réactionnel d’essai -galactosidase est laissé réagir jusqu’a I’hydrolyse
complete de I’ONPG. Ce mélange est dilué en série puis la DOs2o est mesurée a la fois pour

chaque dilution grace au NanoDrop et au Cytation 3. La mesure du NanoDrop est mise en
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fonction de la mesure au Cytation 3, la pente résultante correspondant au facteur FC1 (Figure
2.4.2).

Correction CF1
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Figure 2.4.2 Calcul du facteur de correction 1

Le calcul du FC2 se fait par une mesure parallele de solution d’ONP a plusieurs concentrations
avec et sans ajout de Na,COs, au Cytation 3. La mesure de DO de la solution avec Na,COs est
mise en fonction de la DO420 de la solution sans ONPG, la pente résultante correspondant au

facteur FC2 (2,13) (Figure 2.4.3).
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Figure 2.4.3 Calcul du facteur de correction 2
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Le calcul du FC3 a été fait en mesurant la DOsoo de plusieurs dilutions de suspension bactérienne
en parallele avec le NanoDrop et le Cytation 3. Les mesures du NanoDrop ont été mise en
fonction des mesures au Cytation 3, la pente résultante correspondant au FC3. Deux mesures ont
¢été prises pour chaque suspension, la moyenne des pentes (2,99 et 3,01) a été arrondie a FC3 =

3,00 (Figure 2.4.4).
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Figure 2.4.4 Calcul du facteur de correction 3

Les transposants jugés intéressants avaient une apparence nettement plus pale lorsque cultivés
sur milieu avec X-Gal et/ou une diminution significative du niveau de transcription de rsmZ

évalué par le dosage -galactosidase.

2.4.6 Extraction d’ADN et amplification du site d’insertion du transposon

L’ADN génomique des transposants intéressants a €été extrait par une méthode d’extraction
rapide d’ADN. Une culture dense de chacun des transposants a été centrifugée, lavée avec du

PBS, puis resuspendue dans du PBS. La suspension a été chauffée a 100°C pendant 10 minutes
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puis incubée sur glace pendant un autre 10 minutes. La suspension traitée a été¢ centrifugée a
vitesse maximale (17 000 x g) pour retirer les déchets cellulaires et le surnageant a été récolté
dans un microtube propre. L’ADN ainsi extrait a ét¢ utilisée pour I’amplification de la région

d’insertion du transposon par la méthode du PCR double ronde niché (nPCR).

La méthode d’amplification du transposon est basée sur celle de Jacobs (Jacobs et al., 2003). Un
nPCR permet une amplification trés spécifique d’un produit en effectuant deux réactions PCR
successives, la deuxiéme utilisant le produit PCR de la premiere ronde. Pour amplifier le site
d’insertion du transposon, une amorce spécifique a la séquence en 3’ du transposon et trois
amorces partiellement aléatoires (dégénérées) sont employées lors de la premicre sonde pour
amplifier un grand nombre de séquences, dont certaines représentant la région en aval du
transposon. Les amorces dégénérées (Tableau 2.2) (ex: CEKG2A 5° GGCCACGCGTG-
ACTAGTACNNNNNNNNNNAGAG 3°) possedent a partir du 3’ quatre ou cinq nucléotides
fixe et 10 nucléotides aléatoires. Cette séquence sert de premier site aléatoire lors de la premiére
ronde, les nucléotides fixes servant a réduire la fréquence de liaison de I’amorce dans le génome
pour éviter une surabondance de fragments de tailles différentes. Les trois amorces aléatoires
utilisées (CEKG2A, CEKG2B et CEKG2C, Tableau 2.2) ont une fréquence de liaison dans le
génome combinée d’environ une liaison par 200 nucléotides. L’amorce contient également une
séquence de 19 nucléotides connus qui permettra d’utiliser des amorces spécifiques a cette
portion lors de la deuxieme ronde. Cette dernieére permet alors une amplification spécifique des
fragments en aval du transposon. Il existe tout de méme une possibilité que des fragments non
spécifiques soient amplifiés par deux amorces aléatoires, mais cette possibilité est assez faible
considérant le ratio 50/50 entre les amorces transposon-spécifiques et aléatoires. De plus, ces
fragments ne seront pas séquencés puisqu’une des amorces spécifiques au transposon
(CM_Tn5 OEnd R2) est utilisée pour le séquengage. L’amplification a été effectuée avec

I’enzyme EasyTaq (TransGen Biotech).

2.4.7 Identification du site d’insertion du transposon

Les produits du nPCR sont séquencés par la méthode de Sanger. Les chromatogrammes obtenus

sont analysés pour évaluer la qualité des séquences, une série d’une vingtaine de nucléotides de

45



bonne qualité étant suffisant pour identifier de fagon fiable le geéne touché. Les séquences
adéquates sont alignées sur le génome de P. aeruginosa UCBPP-PA14 par 1’algorithme BLASTn
grace a la banque de donnée Pseudomonas.com (http://pseudomonas.com/blast/setnblast). La
séquence obtenue représente la position en aval du transposon, I’orientation de cette séquence
représentant ’orientation dans laquelle le transposon s’est inséré dans le génome. La liste

compléte des séquences obtenues pour chacun des transposants se trouve dans le Tableau 9.0.1.

2.5 Motilité de type swarming

Cette méthode est basée sur la procédure développée auparavant par Julien Tremblay (Tremblay
& Deziel, 2008). Pour évaluer la capacité¢ de mutants de P. aeruginosa a effectuer la motilité de
type swarming, les mutants sont cultivés jusqu’a une DO 600nm d’environ 3,0 a 4,0, puis dilués
a une DO = 3,0. Les cultures diluées sont inoculées au centre d’une gélose MODCAA semi-
solide séchée 75 minutes sous une enceinte de sécurité biologique, un inoculum par gélose, trois
réplicats par mutant. Les géloses sont inoculées a 30°C ou 34°C pendant 16h a 24h, ou plus selon

le cas. Finalement, chaque gélose est prise en photo par un appareil Canon.

L’essai donne une valeur qualitative de la capacité a effectuer la motilité de type swarming en
comparant a une souche de référence adéquate. La souche de référence principale est la souche
de type sauvage de P. aeruginosa PA14, mais d’autres souches peuvent servir de références.
C’est le cas des mutants du criblage (PA14 AhptBgacA::MtT7 ::CTX-Psmz-lacZ ::mini-Tn5-Km)
comparés au mutant. PA14 AhptBgacA::MrT7 ::CTX-Psmz-lacZ (souche de base du criblage).

2.6  Motilité de type swimming

Le swimming est la motilité effectuée en milieu liquide ou a faible viscosité par P. aeruginosa.
Pour évaluer cette motilité, une culture dense de P. aeruginosa est diluée a une DOgoo = 3,0.
Cette culture diluée est alors inoculée par I’insertion d’un cure-dent, préalablement imbibé de la
culture de la souche a tester, a I’intérieur d’une gélose MIDCAA solidifiée avec seulement

0.25% de Bacto-agar (Difco), puis séchée 15 minutes sous une enceinte de sécurité biologique.
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Une seule goutte est déposée par gélose par réplicats. La motilité de type swimming dépend de
I’activité flagellaire de la souche testée et est un bon indicateur de 1’effet d’une mutation sur la

synthese ou I’activité du flagelle chez P. aeruginosa.

2.7  Extraction d’ARN et RT-qPCR

Pour confirmer I’impact sur le nombre de transcrits de RsmZ chez divers mutants, une analyse
par RT-gqPCR a été effectuée. Pour ce faire, les acides nucléiques totaux, (ADN et ARN) ont été

extraits a partir d’une culture liquide, ou en surface semi-solide (swarming) ou solide (colonies).

Pour les cultures liquides, une préculture dense (en croissance durant la nuit) de P. aeruginosa a
¢été utilis€¢ pour inoculer a une DOgoo de 0.05 un volume de 5 mL de milieu MIDCAA, un
réplicat biologique par tube, trois réplicats par mutant testé. Apres 6 heures d’incubation a 30°C,
les cellules ont été centrifugées et resuspendues dans 1 mL de TransZol (Civic Biosciences,

Beloeil, Qc), puis stocké au congélateur -80°C.

Pour les cultures en milieu solide, une préculture dense de P. aeruginosa a été diluée a une
DOe¢0o = 3,0, puis inoculée par 1’ajout d’une goutte de 5 pL. de culture qui formera une colonie
sur la surface d’un milieu solide MODCAA, trois colonies par réplicat biologique (provenant de
la méme préculture), trois réplicats par mutant testé (trois précultures différentes). Les milieux
ont été incubés 12 heures a 30°C, puis les colonies ont ét¢ resuspendues directement dans ImL
de solution TransZol. Les suspensions de cellules sont placées au congélateur -80°C jusqu’a la

suite de 1’extraction.

Pour une extraction a partir d’un milieu semi-solide (swarming), une culture dense de
P. aeruginosa a été diluée a une DOgoo de 3,0, puis inoculée par I’ajout d’une goutte de 5 puL de
culture au centre d’un milieu semi-solide MODCAA, trois géloses par réplicats, trois réplicats par
mutant testé. Les mutants non-swarmer peuvent étre placés sur une méme gélose). Apres 12
heures d’incubation a 30°C, les pointes de dendrites et les centres de colonie sont extraits
indépendamment ’un de 1’autre et placés dans une solution de RNAlater (Ambion). Les pointes
de dendrites sont récoltées en pipettant vigoureusement 10 pL. de RNAlater pour décoller et
resuspendre la pointe dans la solution. Les centre de colonie swarming sont séparés avec un tube

de type Falcon stérile de 15 mL puis déplacés vers un contenant (Pétri) stérile. Les bactéries y
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sont resuspendues dans 1 mL de RNAlater. Les cellules en suspension dans la solution de
RNAlater arrétent de produire ou dégrader leur ARN. Pour les séparer de cette solution, les
cellules sont lavées puis resuspendues dans 1 mL de TransZol. Les cellules dans le TransZol sont

placée dans le congélateur -80°C jusqu’aux prochaines étapes d’extraction.

Pour la suite de I’extraction, les cellules dans le TransZol sont décongelées compleétement a la
température de la piece. Au TransZol est ajouté 200 uL de chloroforme, le mélange est agité
vigoureusement (avec les mains) pendant 30 secondes (jusqu’a une apparence laiteuse de la
suspension) et incubé trois minutes a température picce. Les échantillons sont alors centrifugés a
4°C, 10 000 x g pendant 15 minutes. A la suite de la centrifugation, 500 puL de la phase aqueuse
(translucide et incolore, phase supérieure dans le tube) est récoltée en prenant bien soin de ne pas
toucher aux autres phases. Si une trés faible quantité de cellules a été récoltée, 1’ajout de 5 pL de
glycogeéne peut aider les rendements d’extraction en favorisant la précipitation de I’ARN. La
précipitation des acides nucléiques est effectuée en ajoutant 500 pL d’isopropanol froid, le tout
est bien mélangé par inversion (sans vortex). Conserver ce mélange au congélateur -20°C
pendant toute une nuit aide a la précipitation des acides nucléiques. Le mélange est centrifugé a
4°C, 10 000 x g pendant 10 minutes. Le surnageant est retiré puis remplacé par 1 mL d’éthanol
75% froid pour laver le culot d’acides nucléiques. Les échantillons sont vortexés 5 secondes puis
centrifugés de nouveau a 4°C, 7500 x g pendant 5 minutes. L’éthanol est retiré et les culots sont
séchés a l’intérieur d’une enceinte de sécurité biologique (10 minutes). Un volume de 50 pL
d’eau ultrapure sans RNase est ajouté et les culots sont incubés 10 minutes a 55°C pour
dissoudre les acides nucléiques. La qualité de I’ARN extrait est validée en migrant 2 pL sur gel
1%, 120 V pendant 15 minutes. Les bandes d’ARN ribosomaux (ARNr) 23S et 16S doivent étre
visibles pour considérer 1’extrait comme réussie. La concentration et la pureté des acides
nucléiques est mesurée au spectrophotometre Nanodrop en analysant 2 pL du produit
d’extraction. La concentration d’acide nucléique doit étre suffisante pour la poursuite des
traitements (au moins 50-100 ng/uL). Les ratios de 1’absorbance 260 nm/absorbance 280 nm
(A260/A280) et absorbance 230 nm/absorbance 260 nm (A230/A20) sont mesurés ; le ratio
A260/Azgo indique une contamination par des protéines si <1.8 et le ratio A230/A260 indique une
contamination par du phénol ou des sels si <1,8. Un bon ratio Azeo/A2so est crucial pour la
poursuite des opérations. Les acides nucléiques sont conservés sur glace a court terme et au

congélateur a moyen et long terme.
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Avant d’effectuer la transcription inverse, il faut obligatoirement retirer toutes traces d’ADN
génomique. Cette étape est réalisée par le traitement des acides nucléiques par une enzyme
DNase fournie dans la trousse Turbo DNAse (Invitrogen). Selon les instructions du fabricant, un
volume de 20 pL d’acides nucléiques est traités par deux traitements de 2 pl. de Turbo DNase,
incubation d’une heure a 37°C. La réaction est inhibée en ajoutant 5 uLL du réactif d’inactivation
au mélange réactionnel et en incubant 5 minutes a la température de la picce. Le réactif peut étre
retiré en centrifugeant la réaction et transférant le surnageant dans un nouveau tube. L’absence
d’ADN génomique est évaluée par une amplification PCR du fragment du geéne nadB (le méme
fragment utilisé pour I’analyse RT-qPCR). Il s’agit d’une réaction de PCR trés spécifique de 40

cycles.

Une fois libre d’ADN génomique, I’ARN doit étre converti en ADN complémentaire (ADNCc)
par transcription inverse (RT, rétrotranscription). Cette étape utilise la trousse de RT iScript
Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad). Les ARN doivent étre diluée pour obtenir une
quantité totale de 50ng dans la réaction de RT. La réaction est effectuée grace a un
thermocycleur et les transcriptases inverses sont inactivées par un traitement a 65°C pendant 20

minutes. Les ADNc obtenus sont conservés pour les analyses d’expression.

L’analyse d’expression se fait par la PCR quantitative utilisant I’ADNc obtenu des mutants. La
qPCR est effectuée grace a la trousse Ssoadvanced Universal SYBR GREEN Supermix (Bio-
Rad). Une réaction pour chacun des genes cibles doit étre effectuée, plus un gene de référence,
dans notre cas, le géne nadB. Le fluorophore SYBR Green permet de suivre en temps-réel
I’amplification de I’ADNc et ainsi de connaitre la quantité de transcrits relative au gene de

référence. Cette expression relative est exprimée par la formule :
Expression relative = 274ACT

Equation 2.7.1 Formule d’expression relative par analyse RT-qPCR

Ou AACT référe a la différence de cycle de détection (CT, cycle threshold) entre le géne analysé et le
gene de référence (ACT) et la différence de ses ACT entre les conditions analysées (souvent le
résultat d’un mutant comparé a la souche sauvage).
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2.8 Dosage B-gal en cinétique

Le méme rapporteur utilisé dans le cadre du criblage a été utilisé pour suivre I’expression de
rsmZ en cinétique. Cette cinétique a été faite a partir de mutants de P. aeruginosa cultivés sous
forme de colonie en milieu MO9DCAA solide (1,5% agar). Pour ce faire, des précultures (une
préculture par réplicat biologique) ont été ajustées a une DOgoo = 0,15 puis incubé environ six
heures pour obtenir des cultures liquides synchronisées a la méme phase de croissance. Ces
cultures ont été ajustées a une DOgoo = 3,0, puis une goutte de 5 puL a été déposée a la surface du
milieu gélosé. Une ou plusieurs gouttes peuvent étre déposées pour un méme réplicat selon la
quantit¢ de biomasse requise pour l’essai, les premiers points de mesure de la cinétique
requicrent plusieurs gouttes pour compenser le manque de croissance. Chaque gélose porte les
gouttes d’un réplicat par mutant testé, trois réplicats requierent donc trois géloses. Les colonies
sont sacrifiées lors du dosage B-gal, il faut alors prévoir que chaque point de mesure requiert une
gélose par réplicat. Les colonies sacrifiées seront traitées comme lors d’un essai -gal en plaque
96 puits. En bref, les cellules sont resuspendues dans 200 pL de PBS dans un puit de plaque 96
puits. Une lecture de la DOgoo est effectuée au NanoDrop et la lyse des cellules est effectuées
grace a la solution de lyse (Popculture 5X, 5 g/L lysozyme). La réaction est effectuée en
combinant le mélange réactionnel constitu¢ de 135 pL du tampon de réaction (Buffer Z), 20 uL
de lysat cellulaire et 30 puL du réactif ONPG (4 g/L). L’appareil Cytation 3 permet une lecture de
la DO 420nm de la plaque en cinétique et la pente est utilisée pour calculer les Unités de Miller.
Pour chaque point de mesure, le temps post-inoculation est noté. La courbe d’expression de rsmZ

en fonction du temps par dosage [-gal est alors tracée grace au logiciel Graphpad Prism 7.
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3 RESULTATS

3.1 Criblage par transposition et génes impliqués dans la surexpression du
PARN RsmZ

3.1.1 Génération de la banque de transposants

Des résultats récents obtenus dans le laboratoire Déziel ont mis en lumiére un controle gacA-
indépendant de 1’expression de rsmZ lorsque P. aeruginosa se développe sur une surface. Cette
surexpression de rsmZ est visible chez le mutant PA14 AhptBgacA::MrT7, mais pas chez le
mutant PA14 gacA::MrT7, suggérant qu’il s’agisse d’une voie de régulation controlée par HptB
(Figure 1.5.2). Des résultats préliminaires a ce projet montrent que cette surexpression de rsmZ
est suffisante pour produire une coloration bleu foncé avec I’emploi d’un rapporteur Pguz-
lacZ lorsque le mutant est cultivé avec du X-Gal dans le milieu. Ce rapporteur a donc été utilisé
pour conduire un criblage par transposition pour identifier les genes impliqués dans cette

surexpression de rsmZ.

La mutagénése aléatoire a permis de cribler environ 60 000 transposants. De ceux-ci, 190
mutants avec une potentielle réduction d’expression du gene rsmZ ont été isolés et congelés pour
la confirmation de 1’expression de rsmZ par le dosage B-gal. La liste de tous les transposants

obtenus est compilée dans le tableau de 1’ Annexe I.

Ce tableau indique également des détails sur la coloration des colonies (niveau de dégradation du

X-gal) lors de leur isolation sur les plaques de criblages et lors des essai 3-gal sur milieu solide.

3.1.2 Confirmation de I’expression de rsmZ par dosage de la B-gal en croissance sur une
surface

Pour valider I’'impact qu’a I’insertion du transposon sur I’expression de rsmZ chez chacun des

transposants, un dosage de la B-galactosidase produite par le rapporteur a été effectué a partir de

colonies en croissance sur un milieu gélosé solide contenant du X-Gal. Des 190 transposants

isolés, 53 montraient une réduction significative du niveau de transcription du pARN RsmZ en

dosage B-gal et/ou une réduction visuelle (qualitative) du pigment bleu causée par I’hydrolyse du

X-Gal (aspect visuel des colonies avant le dosage B-gal), comparativement a la souche de base



du criblage. Dans certains cas, la colonie formée par un transposant apparaissait plus pale que la
souche PA14 AhptBgacA::MrT7 ::CTX-Pysmz-lacZ, et ce sans une réduction de 1’activité B-
galactosidase (ou vice versa). Dans ces cas, le mutant a été considéré intéressant et a été analysé
par séquengage. Il existe également quelques cas ambigus ou une faible activité B-gal qualitative
ou quantitative a été observée, le site d’insertion du transposon a alors également été identifi¢. La
liste compléte des mutants, ainsi que le résumé des résultats du dosage et évaluations visuelles,

est présentée a I’ Annexe L.

Les données du dosage pour les principaux transposants (¢limination des redondances et des
genes impliqués dans le métabolisme primaire) sont présentées dans la Figure 3.1.1, les données

completes pour les dosages sont présentées en Annexe II.

3.1.3 Identification des génes impliqués dans I’expression de rsmZ

Le site d’insertion du transposon des candidats intéressants a été amplifié par nPCR puis
séquencé. La séquence obtenue par le séquengage correspond a la région en aval (3’) du
transposon et permet de localiser I’insertion et d’identifier le géne affecté. Les diverses insertions
obtenues ont été groupées puis listées dans le tableau 3.1.1. La liste compléte des candidats
séquenceés et leur site d’insertion et gene affecté correspondant est présentée dans le tableau de
I’Annexe III. Parmi ces genes, nous retrouvons ceux impliqués dans le systeme de quorum
sensing PQS. Ces geénes sont tres bien caractérisés et récurrents dans le criblage et codent pour
les synthases de la molécule HHQ (PgsA-D), son récepteur (MvfR) et le régulateur PqsE. II est
possible que I’insertion dans les génes pgsA, pgsC et pgsD provoquent un effet polaire sur pgsE
a cause de la nature du transposon et de [’organisation de 1’opéron. D’autres groupes
fonctionnels, quatre geénes impliqués dans le métabolisme du carbone, deux genes liés au
métabolisme du soufre et quatre génes responsables de la production de la pyocine de type R ont
¢été retrouvés chez les transposants. La pyocine de type R est une bactériocine ayant une activité
antimicrobienne face aux différentes souches de P. aeruginosa trés importante pour le fitness et
la compétition interbactérienne. Trois geénes impliqués dans le fonctionnement du ribosome
(truB, rluD et prfC) ont été identifiés, suggérant un impact indirect du contrdle de 1’activité¢ du

ribosome sur la transcription de rsmZ — via la modulation de la traduction d’un régulateur
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potentiel. Deux geénes codant pour des glycosyl transférases, fgt4 et wapB, ont été identifiés et
pourraient étre impliqués dans 1’adaptation a une surface puisqu’elles glycosylent le flagelle et
les lipopolysaccharides, respectivement. Un seul des génes obtenus code pour un facteur capable
de lier I’ADN et propose un mécanisme d’action direct sur I’expression de rsmZ, le géne ihfA4. Ce
gene code pour la sous-unité¢ a du régulateur de transcription IHF (/ntegration Host Factor) et
pourrait agir sur la transcription de rsmZ chez P. aeruginosa. Les transposants CMAG68 et
CMAI108 ont subi une insertion de transposon dans leur géne PA14 57510 et PA14 58850,
respectivement. Les deux geénes ont une fonction prédite codant pour une lipoprotéine sécrétée
(PA14 57510) et une protéine contenant un domaine MOSC (PA14 58850), tous les deux de
fonction inconnue. De fagon particuli¢re, le transposant CMA108 présente une activité (-gal
complétement abolie, laissant suggérer que I’insertion du transposon mini-Tn5 dans le geéne
PA14 58850 (protéine hypothétique) aurait une grande importance dans 1’expression de rsmZ,
ou qu’il y aurait également une mutation cumulée dans le rapporteur qui cause cette abolition de
I’expression d’une B-gal fonctionnelle, ce résultat devra donc étre confirmé par RT-qPCR. Il y a
¢galement plusieurs autres insertions redondantes dans des génes codants pour des protéines
impliquées dans le métabolisme primaire, comme aceE et zwf et PA14 53970 (acnD), qui sont

principalement liés au cycle de 1’acide citrique (TCA).
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Tableau 3.1 Geénes identifiés par le criblage considérés ayant un impact sur la transcription
de rsmZ dans une souche AhptBgacA::MrT7.

Locus tag Locus tag
Géne affecté (PA14) (PAO1) Insertions Fonction
fatA PA14 50300 ) PA1091 1 Glycosylation du flagelle
wapB PA14 51220 PA1014 1 Glycosylation des LPS
rluD PA14 60210 PA4544 2 Pseudouridine synthase de ’ARNr
truB PA14 62730 PA4742 1 Pseudouridine synthase ARNt
prfC PA14 13410 | PA3903 1 Arrét de traduction
PA14 08060 | PA0621
. PA14 08070 | PA0622 \ )
Pyocine type R (prt) PAI4 08120 PAOGDS 4 Synthese de la pyocine type R
PA14 08150 | PA0628
Aconitate hydratase | PA14 53970 | PA0794 4 TCA - Citrate — Isocitrate
nadB PA14 54450 | PAO0761 2 Synthése du NAD
zwf PA14 23070 PA3183 2 Glucose déshydrogénase
aceE PA14 66290 PA5015 2 Pyruvate déshydrogénase
Lipoprotéine sécrétée | PA14 57510 PA4446 1 Inconnue
Protéine hypothétique | PA14 58850 PA4536 1 Inconnue
cysM PA14 52210 PA0932 1 Cystéine synthase
cysG PA14 30340 PA1611 | Sirohéme synthase
ihfA PA14 28720 | PA2738 1 Régulateur transcriptionnel
pgsA PA14 51430 PA0996 1 Syntheése des HAQ
pgsC PA14 51410 PA0998 1 Syntheése des HAQ
pgsD PA14 51390 | PA0999 1 Synthése des HAQ
pqsE PA14 51380 | PA1000 1 Régulateur du quorum sensing
mvfR PA14 51340 | PA1003 3 Régulateur de I'opéron pgsABCDE
Promoteur de mvfR | PA14 51340 [ PA1003 1 Régulateur de I'opéron pgsABCDE

Le nombre d’insertions représente le nombre d’insertion indépendantes pour chaque géne. Les génes codant pour la
pyocine de type R sont tous désignés prt a cause d’inconsistance quant a 1’annotation des cadres de lecture de

I’opéron.
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3.1.4 Implication du génotype dans ’impact du transposon sur la transcription de RsmZ

Pour mieux caractériser 1’impact des principales insertions de transposon chez les candidats
obtenus grace au criblage et pour cibler les candidats potentiellement impliqués dans un contrdle
surface-dépendant de rsmZ sous ’action de HptB, l’activit¢ B-gal de plusieurs transposants
obtenus a été comparée a 1’activité B-gal de simples mutants correspondants issus de la banque
de transposon non-redondante de PA14. Pour ce faire, le rapporteur P,suz-lacZ a été inséré dans
le génome des simples mutants possédant une insertion de transposon dans le méme geéne que les
mutants du criblage. Un dosage B-gal a été effectué¢ pour évaluer I’impact de I’insertion du
transposon selon le génotype AhptBgacA::MrT7 (triple mutant issu du criblage, Figure 3.1.1) ou
WT (simple mutant de la banque, Figure 3.1.2). Les résultats du dosage montrent que la plupart
des génes identifiés provoquent une réduction de la transcription de rsmZ seulement dans le
génotype de base du criblage alors que AptB et gacA sont absents (Figure 3.1.1). C’est le cas
entre-autres des genes liés au PQS et de fgt4. D’autres délétions ont un impact également dans le
génotype sauvage, tels 7/uD et truB qui sont tous les deux liés a la pseudouridination des ARNr
et ARNt, respectivement, activités étant liées a la traduction. Ce résultat a permis de discriminer
entre les potentiels acteurs HptB-dépendants et les génes impliqués dans un contrdle plus général

de rsmZ.

La plupart des genes testés provoquent une réduction significative de leur niveau de transcription
de rsmZ évaluée par le dosage de la B-gal, lorsque délété en parallele avec gacA et hptB (Figure
3.1.1). Ce n’est pas le cas de prt- et CMAI11l (wapB-, Annexe II), ces candidats avaient été
analysés par séquencage a cause d’une légere perte du pigment bleu des colonies causée par

I’hydrolyse du X-Gal qui ne se traduit pas par un effet lors du dosage.
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Figure 3.1.1 Dosage B-gal avec le rapporteur transcriptionnel P.smz-lacZ chez les principaux transposants en
culture sur gélose MIDCAA solide (1,5% agar).

Chacun des transposant (CMA) posséde le génotype AhptBgacA::MrT7. Les points représentent la valeur d’activité
B-gal relative a la souche de base du criblage (en gris sur le graphique). La ligne centrale représente la valeur de la
moyenne pour les trois réplicats, les lignes inférieures et supérieures représente 1’écart type. CMA108 ne montre
aucune activité LacZ. L’analyse statistique a été faite par One-way ANOVA. Les astérisques (*) indiquent une
différence significative (P < 0.05) comparée a la souche de base du criblage.

Lorsque retrouvées dans un génotype WT, la majorité¢ des simples délétions des genes identifiés
par le criblage perd leur effet sur ’expression de rsmZ, offrant un niveau de transcription
similaire a la souche sauvage (Figure 3.1.2). Seule la perte du gene truB, et de gacA, provoque
toujours un effet comparativement a la souche sauvage. Dans une moindre mesure, la perte du
gene rluD provoque également une 1égere baisse non significative (P = 0.1152) de I’expression
de rsmZ, mais ce n’est pas le cas de la perte de prfC. Les deux génes prfC et rluD sont liés a truB

par leur implication dans la traduction.
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Figure 3.1.2 Dosage de I’enzyme B-galactosidase produite par le rapporteur transcriptionnel Prumz-lacZ chez
les simples mutants correspondants aux principaux transposants en culture sur milieu gélosé
solide (1,5% agar).

Chacun des mutants posséde le génotype sauvage. Les points représentent la valeur d’activité -gal relative a la
souche sauvage WT (en gris sur le graphique). La ligne centrale représente la valeur de la moyenne pour les trois
réplicats, les lignes inférieures et supérieures représente 1’écart type. L’analyse statistique a été faite par Kruskal-
Wallis et analyse multiple de Dunn. Les astérisques (*) indiquent une différence significative (P < 0.05) comparée a
la souche de base du criblage.

3.1.5 Confirmation de I’impact des geénes dans le controle de RsmZ en conditions de
culture planctonique
Pour identifier les génes ayant une importance dans 1’expression de rsmZ spécifiquement de
facon surface-dépendante, ce qui était recherché par le criblage, un dosage de la (3-galactosidase
a ¢té effectué¢ sur les transposants séquences, cultivés en bouillon (conditions planctoniques,
Figure 3.1.3). Les résultats montrent que seule la perte du geéne fgt4A (CMA7) semble avoir
uniquement un effet surface-dépendant parmi les mutants testés. Chez CMA7, la perte du géne
fetA a provoqué la perte de surexpression de rsmZ comparativement au mutant

AhptBgacA::MrT7 en croissance sur une gélose (Figure 3.1.1), sans provoquer une baisse
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d’expression en conditions planctoniques (Figure 3.1.3). Le gene fgt4 code pour une glycosyl
transférase impliquée dans la modification post-traductionnelle de la flagelline, la principale
composante de la fibre flagellaire. Il est donc possible que cette glycosylation soit impliquée

dans 1’adaptation a la surface par P. aeruginosa.

Tous les autres mutants obtenus grace au criblage ont une déficience de transcription de rsmZ en
conditions planctoniques ainsi qu’en condition de culture sur une surface, indiquant que leur
effet n’est pas surface-dépendant (Figure 3.1.3). Le transposant CMAS50 semble étre plus affecté
en conditions liquide (Figure 3.1.3) que solide (Figure 3.1.1).
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Figure 3.1.3 Dosage de I’enzyme B-galactosidase produite par le rapporteur transcriptionnel Psmz-lacZ chez
les principaux transposants en culture liquide.

Chacun des transposant (CMA) posséde le génotype AhptBgacA::MrT7. Les points représentent la valeur d’activité
B-gal relative a la souche AhptBgacA::MrT7 (en gris sur le graphique). La ligne centrale représente la valeur de la
moyenne pour les trois réplicats, les lignes inférieures et supérieures représente 1’écart type. L’analyse statistique a
été faite par Kruskal-Wallis. Les astérisques (*) indiquent une différence significative (P < 0.05) comparée a la
souche de base du criblage.
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3.1.6 Confirmation de I’impact des genes sur le controle de RsmZ et RsmY par RT-qPCR

Les résultats obtenus via le rapporteur transcriptionnel P,s.z-lacZ en conditions de culture sur
une surface ont €té confirmés par ’analyse de la quantité relative du pARN RsmZ. La baisse
d’abondance du transcrit RsmY dans le mutant gacA::MrT7 confirme la validité¢ de la méthode.
De facon inattendue, seul le mutant CMA21 (mvfR-) a bel et bien une réduction du niveau de
RsmZ dans les conditions testées comparativement a la souche AhptBgacA::MrT7. Cependant, la
souche de base du criblage (AhptBgacA::MrT7 devrait surexprimer RsmZ, mais les résultats de
RT-qPCR ne montrent pas cette surexpression (Figure 3.1.4, A). En effet, ’expression de RsmZ
chez le mutant gacA::MrT7 et AhptBgacA::MrT7 est identique alors qu’elle aurait di étre plus
¢levée chez ce dernier. De plus les deux mutants ont une expression moindre comparativement a
la souche sauvage. Le transposant CMA108 n’avait pas d’activité B-gal mesurée par le dosage
enzymatique (Figure 3.1.1 et Figure 3.1.3), mais montre un nombre de transcrit égal aux autres
mutants du criblage, confirmant que son rapporteur a probablement subi une altération le rendant

inefficace.

L’analyse RT-qPCR a également permis de vérifier un possible effet sur la transcription de
RsmY, confirmant que les délétions identifiées comme importantes pour 1’expression de RsmZ
n’ont pas d’impact additionnel sur I’expression de RsmY dans les conditions testées (Figure

3.1.4, B). Le facteur recherché par le criblage ne devrait pas influencer la transcription de rsmY.
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Figure 3.1.4 Expression relative de souches issues du criblage par RT-qPCR.

Pour RsmZ (A) et RsmY (B), chez les souches AhptBgacA- (AhptBgacA::MrT7, base du criblage), CMA
(transposants TnJ), gacA- (gacA::MrT7) et sauvage (WT). L’expression de RsmZ et RsmY est relative a celle du
WT. Un astérisque indique une valeur P < 0.05, n.s signifie non-significatif.

3.2 Importance de la glycosylation du flagelle pour la motilité de type
swarming

3.2.1 Les mutants fg¢4- présentent un phénotype de swarming particulier

A cause de son implication dans la synthése et la structure du flagelle, I’impact de la perte du
géne fgtA sur la motilité de type swarming a été évalué dans le génotype sauvage et dans le
mutant AhptBgacA::MrT7 utilisé pour le criblage. Les essais ont permis de montrer que la perte
du gene fgtA chez la souche sauvage provoque une diminution de la motilit¢ de type swarming
(Figure 3.2.1). En contrepartie, lorsque I’inactivation de ce geéne est couplée au génotype
AhptBgacA::MrT7, ’effet inverse est noté. Il semblerait que fg¢4 ait une importance au niveau
de la capacité de P. aeruginosa de se mouvoir sur une surface. Pour savoir si cet effet agit de
facon générale sur le flagelle, la capacité d’un mutant fgt4- d’effectuer la motilité swimming a

été évaluée (Figure 3.2.2). Comparativement a la souche sauvage, le mutant fgt4::MrT7 (issu de
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la banque de transposon) ne présente pas de différence de diamétre de swimming. 1l en est de

méme pour le mutant du criblage CMA7 qui présente un swimming similaire (Figure 3.2.2).

AhptBgacA- AhptBgacA- fgtA-

Background WT

Figure 3.2.1 Motilité de type swarming des mutants fgt4- chez le génotype sauvage et AhptBgacA::MrT7 ainsi
que les souches de références.

Une goutte de 5 pl de culture a été déposée au centre d’une gélose MIDCAA semi-solide et incubé 20 heures a
34°C. L’image présente deux réplicas biologiques sur trois effectués pour un essai.
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Figure 3.2.2 Comparatif de la motilité de type swimming des souches fgtA+ et fgtA-.

Le diamétre du front de motilité swimming est mesurée (en mm). Une gélose MODCAA a faible viscosité (0.25%
Bacto-agar) a été inoculée, puis incubée 20h a 34°C. L’analyse statistique a été évaluée par Test de Student, n.s
signifie non significatif (P > 0.05).

3.3 Importance du systéme de quorum sensing PQS dans la régulation de
rsmZ

3.3.1 L’influence de la molécule PQS sur I’expression de RsmZ

L’obtention de huit insertions indépendantes dans les génes de 1’opéron pgs ont mis en lumicre
une possibilité de régulation positive sur RsmZ par le systéme de quorum sensing PQS. Bien que
cette régulation par le PQS ne corresponde pas a 1’effet surface-spécifique recherché, cet aspect a
tout de méme été exploré. Pour déterminer si la molécule PQS était elle-méme responsable de
cette régulation, un dosage [-gal a été effectué¢ chez diverses souches avec et sans ajout de PQS a
une concentration physiologique de 10 ppm, dans des conditions de culture liquide
(planctonique). L’addition de PQS semble avoir un effet négatif sur I’expression de rsmZ, surtout

visible lorsque le PQS a été ajouté au génotype WT, 1’ajout de la molécule signal au génotype

62



AhptBgacA::MrT7 n’ayant pas un effet aussi important. De fagon particulicre, 1’ajout de PQS

semble avoir un effet malgré la perte du récepteur MvfR.
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Figure 3.3.1 Impact sur la transcription de rsmZ d’un ajout de 10ppm PQS

rapportée par le rapporteur transcriptionnel P.g.z-lacZ et présentée en tant qu’activité P-gal relative a la souche
référence traitée au méthanol seulement (MOCK). Chaque couleur correspond a une condition d’ajout du PQS ou du
véhicule (MOCK) selon la légende (haut a droite). Le méthanol est ajouté une heure avant 1’échantillonnage. P.E
désigne pré-échantillonnage. Les traits indiquent un groupe de valeurs significativement différentes ou non de la
condition MOCK (bleue). Un astérisque (*) indique une valeur P < 0.05, n.s signifie non-significatif. Les analyses
statistiques ont été effectuée par test multiple de Student.

3.3.2 L’expression en cis de PqsE complémente les mutants du criblage et favorise
P’expression de RsmZ
Le grand nombre d’insertions dans I’opéron PQS et leur possible effet polaire sur pgsE a soulevé
la question de I’importance de PqsE dans la régulation de rsmZ. Pour ce faire, le plasmide
pUCP20 exprimant pgsE (et le plasmide vide correspondant) a été transformé vers des souches
du criblage arborant une insertion de transposon dans 1’'un des genes du systetme PQS.
L’expression de pgsE en cis chez ces mutants (sauf le mutant pgsC-) a causé une augmentation
significative du niveau d’activit¢ [-gal, évaluée en croissance en culture liquide,
comparativement a la condition ou le plasmide vide était présent dans la bactérie (Figure 3.3.2).

Ces données suggerent que PqsE est le facteur qui régule 1’expression de rsmZ chez les mutants
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PQS, les autres insertions de transposon identifiés n’ayant qu’un effet indirect sur ’activité ou

I’expression de PgsE via un effet polaire ou la perte de mv/fR qui réduit la transcription de pgsE.
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Figure 3.3.2 Impact sur la transcription de rsmZ de la surexpression de pgsE,

mesuré par le rapporteur transcriptionnel P,.z-lacZ et présentée en tant qu’activité B-gal relative a la souche
référence contenant le plasmide pUCP20 (vide). Chaque couleur correspond a une condition selon la 1égende (haut a
droite). Les traits centraux pour chaque valeur représentent la médiane, les trait supérieurs et inférieurs représentent
les valeurs maximales et minimales obtenues. Les barres sous les valeurs indiquent un groupe de valeurs
significativement différentes ou non de la condition MOCK (bleue). Un astérisque (*) indique une valeur P < 0.05,
n.s signifie non-significatif. Les analyses statistiques ont été effectuée par multiple test de Student.

3.3.3 L’impact de la délétion de pgsE dépend de la délétion de gacA

L’effet de I’inactivation des génes du PQS sur I’expression de RsmZ a été observé dans le
génotype de base du criblage AhptBgacA::MrT7 et n’est pas aussi fort dans le génotype WT
(Figure 3.1.1 et Figure 3.1.2). Il est donc important de savoir lequel des genes AptB et/ou gacA
doivent étre inactifs pour voir I’effet de la délétion du PQS. Pour ce faire, la délétion du gene

pgsE a été combiné avec soit AgacA, soit AhptB, et les mutants obtenus ont été évalués par
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dosage enzymatique de la B-gal pour connaitre I’impact des délétions des genes sur le niveau de
transcription de rsmZ. Selon le dosage, la perte d’expression de rsmZ est visible lorsque la
délétion de pgsE est couplée a gacA, mais pas a AhptB. L’essai montre d’ailleurs que la
surexpression de rsmZ causée par la délétion de sptB n’est pas influencée par la délétion de gacA
ni de pgsE. De plus, la délétion de gacA seule semble avoir un effet marginal sur la transcription

de rsmZ, malgré le fait que GacA soit reconnu comme I’activateur principal de cette

transcription.
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Figure 3.3.3 Activité B-gal représentant le niveau de transcription de rsmZ en condition de culture
planctonique pour les simples doubles mutants ApgsE, AgacA et AhptB.

Les traits centraux pour chaque tripliqua indique la moyenne, les traits supérieurs et inférieurs indiquent les bornes
de I’écart type. Un astérisque (*) indique si la transcription de rsmZ mesurée par le rapporteur est significativement
différente de la souche sauvage (WT, en gris). L’analyse statistique a été faites par One-way ANOVA et test post-
hoc de Tukey.

3.3.4 PqsE agit en parallele avec GacA pour réguler rsmZ

Pour mieux connaitre I’importance de pgsE dans la régulation de la transcription de rsmZ en

présence ou absence de GacA, un dosage de la production de la B-gal par le rapporteur P,suz-lacZ
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a ¢té effectué en cinétique chez les mutants AgacA, ApgsE et AgacAApgsE a partir de colonies
(culture sur milieu solidifié avec 1,5% agar). Le dosage de la B-gal a chaque heure pour chacun
des mutants a permis de montrer que PqsE et GacA ont un réle additif quant a 1’expression de
rsmZ. En comparant la courbe WT (bleue) et celle du mutant ApgsE (verte), il est possible de
remarquer qu’un léger impact de pgsE sur la transcription de rsmZ est notable dés le début de la
cinétique (3h) jusqu’a la fusion des courbes autour de 11 heures post-inoculation. En parall¢le,
I’impact de GacA se fait tout le long de la cinétique, et la réduction de transcription chez le
mutant AgacA est beaucoup plus prononcée que chez le mutant ApgsE. Les deux semblent avoir
un effet additif sur la transcription de rsmZ, la réduction d’activité B-gal étant la plus prononcée
pour le double mutant AgacAApgsE. La croissance entre les différentes souches n’est pas

significativement différente selon une analyse par comparaison multiple (Figure 3.3.5).
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Figure 3.3.4 Cinétique de transcription de rsmZ pour des mutants AgacA et/ou ApgsE.

L’expression a été mesurée grace au rapporteur P,uz-lacZ en condition de culture sur milieu M9 DCAA gélosé
solide, a 30°C. Les points de couleur représentent les mesures a chaque temps, pour chaque mutant selon la 1égende.
La courbe est tracée au niveau de la moyenne des points.
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Figure 3.3.5 Cinétique de croissance des mutants AgacA et/ou ApgsE lors du dosage p-Gal.

La cinétique a été effectuée en condition de culture sur milieu MODCAA gélosé solide, a 30°C.
La densité optique a été mesurée a partir des suspensions de colonies. Les lignes de couleur
représentent les mesures a chaque temps, pour chaque mutant selon la 1égende. La courbe est
tracée au niveau de la moyenne des points.
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4 DISCUSSION

4.1 Mise en place du criblage

Le criblage a permis d’identifier plus de 20 génes ayant un potentiel effet positif sur la
transcription de rsmZ. Au total, il s’agit de prés de 60 000 transposants qui ont été criblés,
permettant 1’isolation de 190 mutants, dont 53 d’entre eux ont été analysés par le séquencage de

leur région en aval du transposon pour identifier leur géne affecté.

Le criblage n’a pas ¢été effectué dans les conditions optimales. La présence du transposon MrT7
(possédant une cassette de résistance a la gentamycine) dans la souche du criblage
AhptBgacA::MtT7 Pruz-lacZ a forcé I’utilisation du transposon mini-Tn5 avec un geéne de
résistance a la néomycine. Cet antibiotique n’est pas trés efficace pour sélectionner
adéquatement P. aeruginosa. L’utilisation de cet antibiotique a mené a 1’apparition d’un grand
nombre de colonies satellites qui ont rendus la tache d’isoler les mutants intéressants beaucoup
plus ardue. Un autre point qui aurait pu étre amélioré est 1’utilisation d’un géne de protéine
fluorescente pour rapporter la transcription de rsmZ au lieu de la beta-galactosidase. Bien que la
B-gal permet de réaliser des dosages précis de facon treés simple, il est beaucoup plus difficile de
bien identifier les clones voulus a cause de I’accumulation du produit d’hydrolyse du X-Gal dans
le milieu; tous les transposants, sauf ceux ayant perdu 1’activité du rapporteur, finiront par
devenir bleu avec le temps. Une protéine fluorescente aurait donné une meilleure indication « en
temps réel » du niveau de transcription de rsmZ et aurait permis une meilleure sélectivité des
transposants. Cette difficulté¢ d’identifier correctement les candidats du criblage potentiels peut
expliquer pourquoi il existe une si grande disparité¢ entre le nombre total d’isolats (190) et le
nombre de candidats (53) avec une réduction quantitative (dosage) et/ou qualitative (observation
visuelle sur milieu avec X-Gal). Malgré tout, la plupart des genes obtenus sont soit redondants,
soit en appartenance a un groupe fonctionnel similaire qui laisse sous-entendre un impact réel
des genes identifiés sur I’expression de rsmZ. 1l pourrait également s’agir d’un biais induit par le
rapporteur LacZ, di a la nature indirecte de la mesure de 1’activité du promoteur P,z qui dépend
de la stabilité et la traduction du transcrit du géne /acZ. Ceci pourrait expliquer I’impact des
protéines (TruB, RluD et PrfC) impliquées dans le contrdle de la traduction, leur importance

pour la transcription de rsmZ n’ayant pas été évalué par RT-qPCR.



Un ancien étudiant du Labo Déziel (Fabrice Jean-Pierre) avait réalisé une analyse par RNAseq
chez la souche AhptBgacA::MrT7 en condition de croissance sur une surface pour tenter
d’identifier un facteur de régulation qui aurait une expression différente comparativement a la
souche sauvage et serait potentiellement impliqués dans la surexpression de RsmZ (Jean-Pierre,
2017). En comparant ses données de RNAseq avec les mutants obtenus grace au criblage
rapporté ici, on remarque que les genes truB (PA14 62730), pgsC (PA14 51410), pgsD
(PA14 51390) et pgsE (PA14 51380) sont sous-exprimés en conditions de culture sur une
surface chez le double mutant AhptBgacA::MrT7 et ont aussi été identifiés via le criblage. Le
gene PA14 08090, codant pour un segment de la pyocine de type R est également sous-exprimé
dans ces conditions alors que d’autres genes de cette famille (PA14 08060, PA14 08070,
PA14 08120 et PA14 08150) ont été obtenus par le criblage. Le géne PA14 53970 codant pour
une aconitate hydratase prédite (AcnD) a été a la fois identifié par le criblage et est aussi sous-
exprimé en condition de culture liquide seulement chez le mutant AhptBgacA::MrT7 selon les
données de RNAseq. Normalement, il aurait été attendu que les geénes impliqués dans la
surexpression de RsmZ chez un mutant AhptBgacA::MrT7 soit surexprimés (dans le cas d’un
activateur) ou sous-exprimés (dans le cas d’un répresseur). Ici, les génes communs entre le
RNAseq et le criblage sont sous-exprimés (comme dans le cas d’un répresseur) alors que
I’inactivation de ces genes par le transposon provoque une baisse de transcription de RsmZ
(comme dans le cas d’un activateur). Cette tendance inverse peut s’expliquer par les conditions
différentes entre le criblage et le RNAseq : le RNAseq a été fait en condition planctonique et en
swarming, alors que le criblage a été fait en conditions non-motiles sur gélose. De plus, j’ai
effectué ma sélection des transposants en les comparant a la souche de base du criblage
(AhptBgacA::MrT7) alors que le RNAseq compare les profils d’expression entre le mutant
AhptBgacA::MrT7 a ceux de la souche sauvage.

4.2  La glycosyl transférase FgtA

Le premier candidat avec une réduction de I’expression de rsmZ en condition de culture sur une
surface est le transposant CMA7. Plus intéressant encore est le fait qu’il s’agisse du seul mutant

obtenu dans le criblage avec un effet spécifiquement lorsque P. aeruginosa se développe sur une
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surface (Figure 3.1.1), la perte de fgt4 n’affectant pas I’expression de rsmZ en condition de
culture planctonique (Figure 3.1.3). Ce mutant a donc rempli les critéres attendus pour le géne
ciblé par le criblage. Ce mutant a une insertion du transposon mini-Tn5 dans le géne fg¢4 codant
pour une glycosyl transférase. Cette enzyme est responsable de la modification post-
traductionnelle de la flagelline de type b, présente chez les souches PA14 et PAO1 de
P. aeruginosa, entre autres (Spangenberg et al., 1996). FgtA catalyse la O-glycosylation sur les
résidus S191 et S195 de cette flagelline (Verma et al., 2006). Le gene fgtA est le dernier géne
d’une série de quatre formant un locus responsable de la glycosylation de la flagelline et est
localisé directement en amont du geéne codant pour la flagelline, fiC (Verma et al., 2006). Cette
glycosylation est connue principalement pour jouer un role dans I’interaction entre le systeme
immunitaire d’un patient et P. aeruginosa lors d’une infection (Arora et al., 2005; Merino &
Tomas, 2014), de bref rapport dans la littérature n’accordant pas d’importance a cette
glycosylation au niveau de la motilité¢ (Schirm et al., 2004; Verma et al., 2006). Les résultats
obtenus lors de mes essais de motilit¢ montrent bien que le gene fgt4 et/ou la glycosylation du
flagelle a un impact sur la motilité de type swarming (Figure 3.2.1), la délétion du geéne fgrd
provoquant une réduction de la longueur des dendrites de la colonie. Il semble également y avoir
un lien étroit entre fgt4, le génotype AhptBgacA::MrT7 et le phénotype de motilité de type
swarming, 1i¢ au fait qu’une délétion de fgt4 augmente cette motilit¢ dans le génotype
AhptBgacA::MrT7, I’effet inverse de celui observé dans le génotype sauvage. L’inactivation du
gene fgtA a été effectuée par un transposon différent entre les deux génotypes : le transposon
MrT7 pour le génotype WT (fgtA::MrT7) et le transposon mini-Tn5 pour le génotype AhptBgacA
(AhptBgacA::MrT7 fgtA::Tn5). 1l est possible que la différence phénotypique soit liée a la
différence entre les deux transposons. Néanmoins, I’impact des transposons n’est pas suffisant
pour abolir complétement I’expression de fliC puisque ce dernier est essentiel pour la motilité

swarming et swimming et un mutant fgt4- est capable de faire du swimming (Figure 3.2.2).

L’activité glycosyl transférase de FgtA ne permet pas d’expliquer comment cette protéine peut
avoir une influence directe sur la transcription de rsmZ. Au moins deux mécanismes d’action
indirects sont possibles : [1] la glycosylation de la flagelline a une importance dans la détection
et le comportement de surface de P. aeruginosa, comme par exemple ’attachement initial
précédent la formation de biofilm. Si tel est le cas, la délétion de fgz4 devrait avoir un impact sur

ces divers comportements et pourrait étre évaluée par des essais phénotypiques en mesurant la
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formation de biofilm. De tels essais permettraient également d’en apprendre davantage sur
I’importance physiologique de la glycosylation du flagelle; [2] la protéine FgtA possede des
fonctions de régulation paralléles a son activité glycosyltransférase. Si tel est le cas, FgtA aurait
la capacité d’interagir directement avec d’autres acteurs capables d’influencer le niveau de RsmZ
dans la cellule. Pour identifier ces possibles acteurs inconnus, on pourrait surexprimer la protéine
FgtA couplée avec une étiquette de purification (FgtA-Tag). Grace a cette étiquette, il serait alors
possible de purifier FgtA par affinité et de coprécipiter les autres protéines auxquelles elle
s’associe et les identifier par spectroscopie de masse en tandem (MS-MS) (Herzberg et al.,
2007). Ce type de méthode est trés souvent utilisée pour identifier les interactions protéine-
protéine et peut €tre adapté pour favoriser la purification de complexe membranaires et les
interactions transitoires par une fixation chimique similaire a la méthode de ChIP (Chromatin-

Immunoprecipitation) (Back et al., 2003; Herzberg et al., 2007; Muller et al., 2011).

4.3 Le régulateur de transcription IHF

Le criblage n’a permis d’identifier qu’un seul géne avec une capacité de liaison a I’ADN prédite
(sans compter MvfR). Le géne ihf4 code pour la sous-unité a du régulateur de transcription IHF.
Ce dernier est capable de lier et plier ’ADN de facon similaire aux histones des cellules
eucaryotes et fait partie de la famille de protéine HU retrouvées chez diverses autres espéces
bactériennes. La protéine codée par iif4 forme un hétérodimere (IHF) avec la sous-unité B codée
par ihfB pour ensuite agir sur le génome pour faciliter la réplication de I’ADN, les événements de
recombinaison de type lambda et I’expression des genes (Calb et al., 1996; Toussaint et al.,
1993). Chez P. aeruginosa, IHF est connu pour réguler la transcription de 1’opéron al/g menant a
la production de l’alginate et au métabolisme du pyruvate. Mais chez d’autres especes de
Pseudomonas, tel P. putida et P. protegens, ’hétérodimere est connu pour réguler des fonctions
de métabolisme primaire et secondaire, en partie liées au systeme Gac/Rsm via RsmZ (Calb et
al., 1996; Humair et al., 2010; Silva-Rocha et al., 2013). En effet, selon une étude par Humair et
ses collaborateurs en 2010, IHF est capable de lier la région promotrice de »smZ, avec un site de
liaison prédit a proximité de celui de MvaT, Cette liaison a été démontrée par EMSA

(Electrophoretic Mobility Shift Assay) chez P. protegens (Humair et al., 2010). Un tel lien entre
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le systtme Rsm et IHF a également été observé chez Erwinia amylovora, IHF étant capable de
controler positivement 1’expression de son pARN RsmB, ’homologue de RsmY et RsmZ de
P. aeruginosa (Lee & Zhao, 2016). Cette liaison de IHF induirait un pli dans ’ADN qui
faciliterait le recrutement des facteurs de transcription et du complexe de I’ARN polymérase. Le
facteur IHF n’est pas le seul élément capable de contrdler I’expression de RsmZ par liaison et
torsion de I’ADN, les protéines MvaT et MvaU ont également un role connu de répression de
I’expression de RsmZ et plusieurs autres cibles dans le génome en liant et bloquant I’arrivée de
ces facteurs de transcription (Brencic et al., 2009). Il serait intéressant d’évaluer 1’interaction

entre MvaT/U et IHF pour mieux comprendre leur dynamique dans 1’expression de RsmZ.

L’insertion du transposon dans le geéne iif4 a vraiment volé sous le radar durant le projet et n’a
pas été amplement évaluée quant a son importance dans la régulation de rsmZ. 1l serait pertinent
de déterminer si son action est surface-dépendant et/ou fonctionnel seulement dans le génotype
AhptBgacA::MrT7. De telles informations permettraient de mieux cadrer le potentiel mécanisme

d’action de IHF sur I’expression de rsmZ.

Malheureusement, il n’y a pas de mutants IHF- dans la banque de transposants de PA14. Il serait
possible de transférer I’insertion mini-Tn5 dans un génotype sauvage par transformation du
génome du mutant de la banque. Des analyses phénotypiques permettraient de mieux
comprendre 1’impact physiologique de IHF. Selon la littérature, un mutant IHF- devraient

produire moins d’alginate(Delic-Attree et al., 1996).

4.4 L’opéron de synthése de pyocine (prt)

Les pyocines sont les bactériocines produites par P. aeruginosa, des molécules antimicrobiennes
ayant une action inhibitrice contre les autres souches de cette espece (Michel-Briand & Baysse,
2002). Il existe trois types de pyocines : type R (rigide), type F (flexible) et type S (soluble) ; les
types R et F sont situés cote-a-cote sur 1’opéron prt, leur séquences sont issues de la queue des
bactériophages P2 et lambda, respectivement (Michel-Briand & Baysse, 2002; Nakayama et al.,

2000). Cet opéron a originalement été découvert a proximité de 1’opéron tryptophane (#rp), il se
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situe entre les geénes trpE et trpG (Figure 4.4.1 A) (Kageyama, 1970a; Kageyama, 1970b;
Michel-Briand & Baysse, 2002; Shinomiya et al., 1983a; Shinomiya et al., 1983b).

Le transposon TnJ a été retrouvé a quatre reprises dans la région de I’opéron prt codant pour la
pyocine de type R. Cette pyocine ressemble a une queue contractile de phage capable de lier la
région core du lipopolysaccharide (LPS) de P. aeruginosa. Cette fixation contracte la gaine et
libére une structure en aiguille, formant un pore dans la membrane et causant une dépolarisation
qui tue la bactérie avec une tres grande efficacité. Il existe cinq types de pyocine de type R — R1
a R5 — chacun liant une partie spécifique du LPS via leur fibre (Figure 4.4.1 B), PA14 est un
producteur du type R2 (Kohler et al., 2010; Kumazaki & Ishii, 1982; Ohsumi et al., 1980). Les
particules de pyocines sont libérées par la lyse des cellules productrices, elles se disperseront
dans le milieu pour cibler les membres de la méme espece ce qui confére un avantage a la souche

qui produit la meilleure pyocine (Heo et al., 2007; Nakayama et al., 2000).

La régulation de la production des pyocines se fait via les protéines PrtN et PrtR : PrtN agit
comme activateur transcriptionnel de 1’opéron prt et PrtR réprime la transcription de prtN.
L’action du répresseur PrtR est régulée par la protéine RecA a la suite de 1’activation de cette
derniére par I’accumulation de dommages sur le chromosome de la bactérie (Matsui et al., 1993).
I1 a été proposé que la pyocine de type R a une grande importance pour la survie aux ultraviolets
et aux antibiotiques qui causent des dommages a I’ADN (Penterman et al., 2014). La souche de
base du criblage (AhptBgacA::MrT7) a le transposon Mar2xT7 inséré dans son geéne gacA
(gacA::MrT7). En aval du geéne gacA se trouve le géne uvrC codant pour une endonucléase
impliquée dans la réparation de I’ADN. Il est possible qu’un effet polaire du transposon affecte
la transcription de UvrC, rend plus difficile la réparation de I’ADN et induit un stress chez P.

aeruginosa.

Des mutations dans les genes codant pour les glycosyltransférases des LPS permet de résister a
I’action de certaines pyocines de type R. Une mutation dans le géne wapB — identifié par le
criblage — a déja été associ¢ a la résistance face a la pyocine de type R3 (Kocincova & Lam,
2013). La glycosyltransférase WapB catalyse 1’ajout d’un D-glucose sur le core du LPS sans
antigene O. La configuration antigéne O (+) ou antigéne O (-) est régulée par ’action de deux
rhamnosyltransférase — WapR et MigA — qui restructurent le core pour permettre 1’ajout ou

non de I’antigéne O, respectivement (Kocincova et al., 2012; Poon et al., 2008). Ces deux
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enzymes ont une importance dans le comportement de surface de P. aeruginosa, un LPS avec
beaucoup d’antigéne O est lisse et facilite le déplacement, une cellule avec peu d’antigene O est
rugueuse et s’accroche plus fortement aux surfaces (Lindhout et al., 2009; Yang et al., 2000).
Cependant, il a été reporté qu’une mutation ponctuelle dans le géne migd de PA14 rend
I’enzyme qu’il code inactive, suggérant par le fait méme que WapB serait incapable d’exercer sa
fonction (Hao et al., 2015). 11 se pourrait que WapB puisse avoir une autre fonction inconnue a
ce jour, ou qu’une population de P. aeruginosa PA14 puisse récupérer 1’allele sauvage
fonctionnelle. 11 serait intéressant de savoir s’il existe un lien entre les insertions du transposon

dans wapB et dans 1’opéron prt et qu’elle pourrait étre I’importance de WapB pour la résistance a

la pyocine de type R2.
A
Cassettes de lyse
t’pg * Pyocine de type R \ Pyocine detype F  trpG
AL

pritN pritR

B / Gaine \
Fibre /
/ Aiguille
Décontractée Contractée

Figure 4.4.1 Organisation de ’opéron prt et de la structure de la pyocine de type R.

A. Schéma simplifi¢ de I’opéron prt : les fléches représentent les cadres de lecture (tous les cadres de
lecture des régions R et F sont indiqués par une seule fléche), leur orientation indique celle du cadre
de lecture. Les triangles rouges indiquent la position approximative des quatre insertions du
transposon Tn5 B. Structure de la pyocine de type R: la gaine recouvre l’aiguille jusqu’a sa
contraction causée par le contact des fibres avec les lipopolysaccharides. Les schémas ne sont pas a
I’échelle et sont basés sur ceux de (Michel-Briand & Baysse, 2002).



4.5 Le systéme de quorum sensing PQS

Le criblage a permis de révéler I'importance du systtme PQS dans la régulation de la
transcription de RsmZ. En effet, un grand nombre d’insertions de transposon indépendantes ont
¢été retrouvées dans les génes de 1’opéron pgs (pgsA, pqsC, pgsD et pgsE), dans le géne codant
pour le régulateur de I’opéron Mv{R (trois insertions) et dans sa région promotrice. Les analyses
effectuées ont montré que I’impact de 1’opéron pgs sur I’expression de rsmZ n’est pas surface-
dépendant tel qu’espéré, mais est plus fort lorsque couplé a un génotype gacA::MrT7. De plus,
malgré ’impact de la molécule PQS sur I’expression de rsmZ, cet effet n’a pas été jugé comme
¢tant celui impliqué dans ce contrdle puisque I’ajout du PQS n’arrive pas a complémenter un
mutant pgsC- non polaire et provoque un effet également chez un mutant mvfR-. La protéine
MvfR étant le récepteur principal de la molécule PQS, alors une source de PQS exogene ne
devra avoir un impact physiologique si important. Des études récentes ont suggéré la capacité du
HHQ et du PQS a lier d’autres protéines chez P. aeruginosa. Baker et son équipe ont démontré
en 2017 que le PQS aurait la capacité de lier le récepteur RhIR, plus fortement lorsque Mv{R est
absent (Baker ef al., 2017). Cette liaison serait possible pour d’autres protéines telles MexG et
PgsD, entres autres (Baker et al., 2017; Hodgkinson et al., 2016). Difficile de dire quelle serait la
cause réelle de cet effet du PQS sur la transcription de »smZ. Puisque cet effet est visible chez la
souche sauvage de PA14, il serait aisé d’effectuer un dosage de la B-gal a la suite de 1’ajout de
PQS chez divers simples mutants dans les mémes conditions pour tenter d’identifier le facteur

impliqué dans la baisse d’expression de rsmZ a la suite de I’ajout de PQS.

Mes travaux ont également montré un impact de PqsE sur la transcription de rsmZ. Cet effet a
d’abord été observé dans le génotype AhptBgacA::MrT7 du criblage, mais ne requiert que la
perte du gene gacA seulement, la délétion de pgsE chez un mutant AhptB n’ayant pas d’impact
significatif. En plus, la délétion seule n’a pas d’impact fort sur la transcription de rsmZ, alors
qu'une baisse d’expression est visible chez un double mutant AgacAApgsE. Les données
obtenues de 1’analyse d’expression en cinétique montrent que PqsE et GacA aurait un effet
additif sur le niveau de transcription de RsmZ au fil du temps, et ce en condition de culture sur
milieu gélosé solide. La protéine PqsE reste encore trés énigmatique quant a son mécanisme
d’action. Il est connu qu’elle possede un rdle majeur dans la régulation des genes cibles des

systtmes de QS (Farrow et al., 2008; Rampioni et al., 2010). Récemment, une fonction de

76



production d’un ligand alternatif capable d’agir sur RhIR lui a été attribué¢ par Mukherjee et ses
collaborateurs (Mukherjee et al., 2018). 1l serait intéressant d’évaluer I’importance de RhIR dans
la régulation de rsmZ et voir si PqsE et RhIR agissent de concert au niveau de la transcription de

rsmZ. Notons néanmoins que le géne rhIR n’a pas été identifié par le criblage.

Une action du systéme PQS sur la voie Gac/Rsm semble logique a cause de la convergence des
cibles régulées par PqsE et RsmA, comme la synthése de pyocyanine (Burrowes et al., 2006;
Rampioni et al., 2010). Une augmentation de 1’expression de rsmZ par PqsE signifierait qu’en
plus de favoriser I’expression de ses propres cibles, PqsE inhiberait indirectement 1’action de
RsmA, favorisant ainsi la traduction de ses cibles. Quelques liens ont été établis entre le systéme
PQS et la voie Gac/Rsm par le passé (Guo et al., 2014). Par exemple, I’ancienne étudiante du
Labo Déziel Marianne Séguin a démontré que la délétion de pgsE avait un impact sur le niveau
de transcription et de traduction de RsmA (Séguin, 2012). De plus, une bréve mention de
I’augmentation de l’expression de rsmZ par ’ajout de la molécule PQS de fagon dose-
dépendante a été faite par le passé dans un résumé (Goldberg et al., 2008). Mes résultats
montrent que le PQS ne semble pas avoir un impact aussi évident sur RsmZ. 1l est cependant trés
difficile de comparer les deux résultats a cause du manque de détails quant aux conditions de

culture, non détaillées dans ce court résumé.

4.6 Les génes impliqués dans le métabolisme

Le criblage a permis d’identifier un autre groupe fonctionnel de genes importants pour la
transcription de rsmZ, celui impliqué dans le métabolisme primaire de P. aeruginosa. Dans ce
groupe, des génes liés au métabolisme énergétique et des sucres sont présents. La perte de I’un
de ces genes provoque une baisse d’expression de rsmZ. Vu leur implication dans le
métabolisme primaire et un possible impact sur la croissance, il est difficile de dire si ’effet
observé est dii a une cascade de régulation ou un impact indirect sur la dynamique de croissance.
Un ralentissement de la croissance pourrait aisément perturber I’expression de rsmZ si le quorum

sensing par le systeme PQS est important, le QS étant intimement 1i¢ a la croissance.
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Le geéne zwf code pour la glucose-6-phosphate déshydrogénase, protéine impliquée dans
I’utilisation du glucose comme source de carbone (Ma et al., 1998). Ce géne a fort probablement
une importance pour le fitness de P. aeruginosa cultivé sur MODCAA — le milieu utilisé pour la
sélection des transposants — puisque ce milieu contient comme source principale de carbone du
dextrose (D-glucose). Ce géne n’est pas essentiel pour la croissance dans un milieu MODCAA,
mais son inactivation provoque une légere baisse de croissance (qualitative) qui a tout de méme
¢té observée lors de la préparation des cultures liquides (résultats non-montrés). Il faudrait
effectuer le dosage de la B-gal en cinétique pour bien cerner I’impact de la délétion de ce gene
sur I’expression de rsmZ. Il serait aussi important de savoir si I’impact sur la transcription de

rsmZ dépend de la présence ou non de glucose dans le milieu.

Le génes aceE code pour I’enzyme convertissant le pyruvate en acétyl-CoA juste avant son
entrée dans le cycle de 1’acide citrique (TCA, tricarboxylic acid cycle). Le géne PA14 53970
code pour une aconitate hydratase prédite (AcnD), homologue de AcnA, dont le role est de
convertir le citrate en isocitrate lors des premieres étapes du TCA. Les deux genes ont ainsi un
role primordial pour le maintien du cycle TCA, du métabolisme énergétique et de la balance

redox du cytoplasme.

Finalement, le géne nadB code pour une protéine impliquée dans la synthése de novo du
Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD). Cette molécule est un cofacteur essentiel impliqué
dans plusieurs fonctions métaboliques oxydoréductrices, comme le TCA. Chez E. coli, la
délétion de ce gene est 1éthale puisqu’il s’agit du seul moyen qu’a la bactérie pour obtenir le
NAD. Chez P. aeruginosa, la délétion de nadB est connue pour étre tolérée, suggérant qu’il
existe une voie de synthese alternative capable de compenser la perte du géne nadB. 1l serait
possible de tenter d’identifier cette voie de synthese alternative de NAD par Tn-Seq. En
supposant qu’il n’existe que deux voies de synthese parallele du NAD chez P. aeruginosa, une
délétion de nadB devrait rendre les génes de 'autre voie essentiels. La méthode du Tn-Seq

permettrait d’identifier tous les sites d’insertions de transposon non léthales.

L’impact de tous ces genes peut se faire de deux facons: (1) la perte de 'un de ces genes
provoque une perte de fitness qui affecte la dynamique de croissance et par le fait méme
I’expression de rsmZ au point de lecture effectué¢ lors de I’essai. Pour bien évaluer 1I’'impact de

ces délétions sur la transcription de rsmZ, il faudrait obligatoirement effectuer une courbe de
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croissance des divers mutants ainsi que les dosages de la B-gal en cinétique; (2) la perte d’un de
ces geénes provoque un débalancement du potentiel redox a I’intérieur de la cellule, ce qui active
une voie de signalisation qui influence le niveau d’expression de rsmZ. Le métabolisme primaire
de Pseudomonas protegens a déja été identifi¢é par un criblage comme ayant un impact sur
I’expression de RsmX, RsmY et RsmZ (les pARN de cette espece) de fagon GacA-dépendante
(Takeuchi et al., 2009). Le criblage effectu¢ dans le cadre de mon projet suggere qu’il y aurait
une action GacA-indépendante du métabolisme primaire sur 1’expression de RsmZ chez
P. aeruginosa. L’ampleur de cet effet et le mécanisme d’action impliqué restent a déterminer,

quoique la voie de la répression catabolique serait un mécanisme potentiel.

4.7  Les génes liés au controle de la traduction

Trois autres geénes identifiés par le criblage (truB, riuD et prfC) sont impliqués dans la
traduction. TruB et RluD sont deux pseudouridines synthases impliquées dans la modification
d’uridines spécifiques de I’ARN de transfert et I’ARN ribosomal, respectivement (Gutgsell et al.,
2000; Gutierrez et al., 2013). Le geéne prfC code pour le facteur de relachement 3 (RF3, release
factor 3) impliqué dans le détachement du peptide traduit par le ribosome et dans la terminaison
de la traduction (O'Connor & Gregory, 2011). La perte des trois genes a provoqué une baisse de
transcription de rsmZ dans le génotype AhptBgacA::MrT7 en conditions de culture solide (Figure
3.1.1) et liquide (Figure 3.1.3). Parmi les trois, seul I’inactivation de #7uB a causé une baisse
détectable de I’expression de rsmZ chez le génotype sauvage (Figure 3.1.2). L’impact noté ici
pourrait étre un effet de réduction globale de la traduction qui agit sur le rapporteur

transcriptionnel en réduisant la traduction de la protéine LacZ.

Quelques rapports semblent montrer un lien entre ces trois genes. Chez E. coli, ’'inactivation de
rluD cause un ralentissement de la croissance qui peut €tre compensé par des mutations dans les
genes prfB (RF2) et prfC (RF3) (O'Connor & Gregory, 2011). De plus, une analyse par
cristallographie montre I’interaction des trois facteurs de relachement avec I’hélice H69 de
I’ARNr 23S, hélice subissant la pseudouridination par RluD (O'Connor & Gregory, 2011). Chez

P. aeruginosa, truB et rluD ont été identifiés par Tn-seq comme importants pour le fitness en
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conditions limitées en oxygene, mais pas une limitation en source de carbone (Basta et al.,

2017).

Un mécanisme impliquant la protéine SuhB permet d’établir un lien entre le contrdle de la
traduction et I’expression des pARN RsmY et RsmZ via un contrdle de la transcription de gacA
(Shi et al., 2015). Dans les conditions du criblage, le géne gacA est inactivé par 1’insertion du
transposon Mar2xT?7. Il existerait alors une possible voie alternative GacA-indépendante agissant
directement sur RsmZ, et possiblement RsmY. Parmi tous les genes régulés par SuhB, Li et
collegues (Li et al., 2017) ont identifi¢ une diguanylate cyclase DGC, nommée GcbA,
surexprimée chez un mutant AsuhB. La DGC GcbA est connue pour étre impliquée dans
I’expression de RsmZ (Petrova et al., 2014). Une implication des protéines TruB, RluD et RF3
dans la régulation de SuhB pourrait expliquer la modification GacA-indépendante de
I’expression de rsmZ via GebA. Ce mécanisme resterait a étre confirmé. Une interaction directe

entre les facteurs RF et SuhB pourrait €tre établie par double hybride bactérien.
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5 CONLUSION

Dans le but d’identifier des facteurs de régulation GacA-indépendant responsables de la
surexpression du pARN rsmZ lorsque P. aeruginosa se développe sur une surface, un criblage
par transposition exploitant le transposon Tnj5-Km a ¢été effectué dans la souche
AhptBgacA::MrT7 contenant le rapporteur Psnz-lacZ. Des transposants ayant une transcription
de rsmZ diminuée ont été sélectionnés et analysés par dosage de la [B-galactosidase et
séquencages. Le criblage a ainsi permis 1’identification de plusieurs genes, dont la plupart ont
des fonctions similaires. Le lien entre tous ces génes et I’expression de rsmZ ne semble pas
direct. Cependant, le facteur de transcription IHF est un élément de régulation prometteur pour
une potentiel action directe. De plus amples expérimentations sont nécessaires pour établir si [HF
peut directement réguler la transcription de RsmZ chez P. aeruginosa et pour mieux comprendre
I’impact des autres geénes identifiés. D’autres mécanismes d’action ont été proposés pour lier
RsmZ aux autres groupes fonctionnels de génes identifiés par le criblage. L’opéron PQS semble
influencer I’expression de RsmZ via I’action de PqsE principalement. Les résultats ont révélé que
plusieurs autres facteurs de régulation mal connus sont capables de moduler la transcription de
RsmZ en absence de GacA, ce qui souligne I’importance de la voie Gac/Rsm et de son controle

précis dans 1’adaptation de P. aeruginosa.
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7

ANNEXE I

Tableau 7.1 Transposants obtenus grace au criblage

Nom Couleur colonie RsmZ Géne affecté Nom Couleur colonie RsmZ Géne affecté
CMA1 N/A = CMA96 comme hptBgacA =
CMA2 N/A = CMA97 comme hptBgacA =
CMA3 N/A = CMA98 comme hptBgacA =
CMA4 N/A CMA99 comme hptBgacA - R pyocine
CMAS N/A + CMA100 comme hptBgacA =
cMA7 | Plus pzfc’gomme - . Alffjgm 00 | cMA102 | comme hptBgaca =
CMAS8 | comme hptBgacA CMA103 comme hptBgacA =
CMA9 | comme hptBgacA -- prfC CMA104 comme hptBgacA =
CMA10 | comme hptBgacA = CMAI105 comme hptBgacA =
CMAL11 plus pale - wap. B/PA(;M*S 122 CMA106 Tres blanche - rapporteur
CMA12 | comme hptBgacA CMA107 comme hptBgacA =
CMA13 | comme hptBgacA -- PA14 08150 CMA108 Tres blanche - PA14 58850
CMA14 | comme hptBgacA = CMA109 comme hptBgacA =
CMALI5 | comme hptBgacA = CMAL10 Ble;(‘)”iil;nfj‘éble - aceE
CMAL16 Tres blanche - Beta-gal CMAL111 comme hptBgacA =
CMAL17 | comme hptBgacA = CMAI112 Plus pale (1éger =
CMA18 | comme hptBgacA = CMAL113 Bleu foncé -- mvfR
CMA19 | comme hptBgacA CMA114 Plus pale (1éger) =
CMA20 | comme hptBgacA CMAL115 bleu foncé - mvfR
plus foncée,
CMA21 couleur plus -- mvfR CMAL116 comme hptBgacA =
uniforme
CMA22 légérelr;g:t DL - nadB/P/?)l 43445 CMAL117 Tout blanc - rapporteur
CMA23 | comme hptBgacA = CMAL118 comme hptBgacA =
CMA24 | comme hptBgacA - CMAI119 comme hptBgacA +
CMA25 | comme hptBgacA - CMA120 un peu plus pale - ﬁ;g:;:;stz
CMA26 | comme hptBgacA - CMAI121 Blanc - acekE
CMA27 | comme hptBgacA - CMA122 comme hptBgacA -
CMA28 aucun bleu -—- Beta-gal CMA123 comme hptBgacA =
CMA29 légé“’r‘)‘;‘l’:t L - GG PAOI 430341 cMA124 | commehptBgacA | - pgsD
CMA30 | comme hptBgacA - CMAI25 faible DO =
CMA31 | pale comme gacA -- & SG/PAOI gE s CMA126 comme hptBgacA -- cysM




CMA32

comme hptBgacA

CMA127

comme hptBgacA

Aconitate

hydratase
CMA33 aucun bleu - Beta-gal CMA128 comme hptBgacA =
CMA34 | comme hptBgacA = CMA129 comme hptBgacA - ﬁ;g::::::
CMA3s Cemfhllig;;f:wm b | MYRAAIS T CMAI30 | comme hptBgacA | - ﬁycgr“;tt:stz
CMA36 | comme hptBgacA = e %1475 P2 cianz | comme s - N/A
CMA37 | comme hptBgacA + CMA132 comme hptBgacA =
CMA38 | comme hptBgacA = CMA133 comme hptBgacA =
CMA39 | comme hptBgacA = CMA134 comme hptBgacA =
CMA40 | comme hptBgacA = CMA135 tres uniforme, bleu -- PgsE
CMA41 aucun bleu - Beta-gal CMA136 comme hptBgacA =
CMA42 | comme hptBgacA = CMA137 plus pale - ihfA
CMAA43 | comme hptBgacA = CMA138 comme hptBgacA =
CMA44 | comme hptBgacA - R Pyocine CMA139 comme hptBgacA =
CMAA45 | comme hptBgacA = CMA140 comme hptBgacA =
CMA46 | comme hptBgacA -- R pyocine CMA141 comme hptBgacA =
CMAA47 | comme hptBgacA = CMA142 comme hptBgacA =
CMAA48 | comme hptBgacA = CMA143 Blanc - Rapporteur
CMA49 | comme hptBgacA = CMA144 comme hptBgacA =
CMA50 | P lheip zféAcomme = R pyocine CMA145 comme hptBgacA =
CMAS1 | comme hptBgacA = CMA146 comme hptBgacA =
rluD
CMAS52 plus pale - pseudouridine CMA147 comme hptBgacA =
synthase
CMAS3 | comme hptBgacA = CMA148 comme hptBgacA =
plus foncée,
CMAS54 couleur plus -- pgqsC CMA149 Blanc - Rapporteur
uniforme
CMASS | comme hptBgacA = CMA150 comme hptBgacA =
rluD
CMAS56 | un peu plus pale - pseudouridine CMAI151 comme hptBgacA =
synthase
CMAS7 | comme hptBgacA = CMA152 comme hptBgacA =
CMASS8 | comme hptBgacA = CMA153 comme hptBgacA =
CMAS9 | comme hptBgacA = CMA154 comme hptBgacA =
CMAG60 | comme hptBgacA = CMAL1S55 Blanc - Rapporteur
CMAG61 | comme hptBgacA = CMAL156 comme hptBgacA =
CMA62 | PlUs pzfc’/:"mme - CMAI157 | comme hptBgacA =
CMAG63 | comme hptBgacA = CMA158 comme hptBgacA =
CMAG64 | comme hptBgacA = wapB CMA159 comme hptBgacA =
CMAG65 | comme hptBgacA = CMA160 comme hptBgacA =
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CMAG66 Tres blanche - CMA1l61 comme hptBgacA =
CMAG67 | comme hptBgacA -- CMA162 comme hptBgacA =
PA14 57510
CMAG68 | comme hptBgacA = secreted CMA163 comme hptBgacA =
lipoprotein
CMAG69 | comme hptBgacA = CMA164 comme hptBgacA =
CMA70 | un peu plus pale - CMA165 comme hptBgacA =
CMA71 | comme hptBgacA - CMA166 comme hptBgacA =
CMA72 | comme hptBgacA = CMAL167 comme hptBgacA =
CMA73 | comme hptBgacA - wapB CMAL168 comme hptBgacA =
CMA74 | comme hptBgacA = CMA169 comme hptBgacA =
CMA75 plus pale = truB CMA170 comme hptBgacA =
CMAT76 | comme hptBgacA = CMA171 faible DO
CMA77 | comme hptBgacA = CMAL172 comme hptBgacA -- PgsE
CMAT78 | un peu plus pale - truB CMA173 comme hptBgacA =
CMAT79 Tres blanche - Beta-gal CMA174 comme hptBgacA =
CMAS80 | comme hptBgacA = CMAL175 Blanc - Rapporteur
CMAS1 trés p a.ﬂe’ G - zwf CMAL176 Blanc -—- Rapporteur
croissance
CMAS82 | comme hptBgacA -- CMA177 comme hptBgacA =
CMAS83 plus pale - truB CMA178 comme hptBgacA =
CMAg4 | PIus pic’z"mme - riuD CMAL179 | comme hptBgacA =
CMAS8S5 | comme hptBgacA = CMA180 comme hptBgacA =
CMAg6 | Plus piézomme - rluD CMAI81 | comme hptBgacA =
CMAS87 | comme hptBgacA = CMA182 comme hptBgacA =
- o Aconitate
CMAS88 | comme hptBgacA = CMA183 plus pale -- et
CMAS89 | comme hptBgacA = CMA184 comme hptBgacA =
CMA90 | comme hptBgacA = CMA185 plus pale -- pgsA
CMA91 | Plus pg’c’z"mm" - rluD CMAI186 | comme hptBgacA =
CMA92 | comme hptBgacA = CMA187 plus pale -- promoteur mvfR
CMA93 | comme hptBgacA = CMA188 comme hptBgacA =
CMA94 | comme hptBgacA = CMA189 plus pale - zwf
CMA9S5 | comme hptBgacA = CMA190 plus pale -- nadB

Les transposants en bleu ont été séquencés. CMAG6 (rouge) est le résultat d’une contamination de CMAS. La colonne
RsmZ représente une valeur semi-quantitative de 1’activité de la B-gal : (=) similaire a AhptBgacA-, (-) entre

AhptBgacA- et gacA-, (--) similaire a gacA- et (---) niveau quasi-nul).
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8 ANNEXE II

Confirmation de I’expression de tous les mutants du criblage avant le séquencage. En bleu, la

souche de base du criblage AhptBgacA::MrT7
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Figure 8.0.1 Dosage B-gal obtenue a partir du protocole original de Miller.

L’activité B-gal est montrée de fagon relative pour combiner les différents essais et mieux les comparer.
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Figure 8.0.2 Dosage des transposants CMA8 a CMAG62
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Figure 8.0.3 Dosage des transposants CMA63 a CMA90
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Figure 8.0.4 Dosage des transposants CMA91 a CMA118
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Figure 8.0.5 Dosage des transposants CMA119 a8 CMA146
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Figure 8.0.6 Dosage des transposants CMA147 8 CMA179
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9 ANNEXE III

Tableau 9.1 Liste compléte de toutes les insertions de transposon identifiées.

Locus tag Site d'insertion

Transposant | Géne affecté (PA14) (pb) orientation
CMA 7 fatA PA14 50300 4469583 —
CMA 9 prfC PA14 13410 1153339 —
CMA 11 wapB (1) PA14 51220 4552121 —
CMA 13 R pyocine (1 PA14 08150 700584 —
CMA MvfR (1) PA14 51340 4563008

CMA 22 nadB i 1 i PA14 54450 4827389

CMA cysG (1) PA14 30340 2628561

CMA 31 cysG (1) PA14 30340 2628559

__

CMA 35 MexY/AmrB PA14 38410 3423089

CMA 36 wapB (1) PA14 51220 4552101

[cwa 41 [Rapporeur@® — [NA | Na| NA |

CMA 44 R pyocine (2) PA14 08060 693695 —
CMA 46 R pyocine (3) PA14 08120 698411 —
CMA 50 R pyocine (4) PA14 08070 695116 —
CMA 52 rluD (1) PA14 60210 5363945 —
CMA 54 pqsC PA14 51410 4568708 —
CMA 56 rluD (1) PA14 60210 5363945 —
CMA 64 wapB (1) PA14 51220 4552121 —
CMA 68 secreted lipoprotein PA14 57510 5124407 —
CMA 73 wapB (1) PA14 51220 4552121 —
CMA 75 truB (1) PA14 62730 5598540 —
CMA 78 truB (1 PA14 62730 5598540 —
CMA 81 zwf (1) PA14 23070 2000300 -
CMA 83 truB (1) PA14 62730 5598556 —
CMA 84 rluD (1) PA14 60210 5363945 —
CMA 86 rluD (1) PA14 60210 5363945 —
CMA 91 rluD (2) PA14 60210 5364183 —
CMA 99 R pyocine (2 PA14 08060 693695 —




CMA 108 | Protéine hypothétique | PA14 58850 5241899 —

CMA 110 | aceE (1) PA14 66290 5907764 —

CMA 113 | mvfR (1) PA14 51340 4563319 —

CMA 115 | mvfR (2 PA14 51340 4563455 —
Aconitate hydratase

CMA 120 | (1) PA14 53970 4785893 —

CMA 121 | aceE (2) PA14 66290 5909582 —

CMA 124 | pgsD PA14 51390 4567535 —

CMA 126 | cysM PA14 52210 4630701 —
Aconitate hydratase

CMA 127 | (2) PA14 53970 4785992 —
Aconitate hydratase

CMA 129 | (3) PA14 53970 4786920 —
Aconitate hydratase

CMA 130 | (2) PA14 53970 4785992 —

CMA 135 | pgsE (1) PA14 51380 4566261 —

CMA 137 | ihFA PA14 28720 2474995 —

CMA 172 | pgsE (1) PA14 51380 4566261 —
Aconitate hydratase

CMA 183 | 4 PA14 53970 4786415 —

CMA 185 | pgsA PA14 51430 4570050 —

CMA 187 | Promoteur de mvfR PA14 51340 4562400 —

CMA 189 |zwf(2) PA14 23070 2001000 —

CMA 190 | nadB (2) PA14 54450 4828509 —

En rouge : les insertions dans le rapporteur transcriptionnel. Les génes avec le méme (chiffre) sont des clones de la

méme insertion. La position d’insertion est approximative.
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